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緒 論
抗生物質やモ ル ヒネなど天然物と して微生物や動植物より抽出さ れる 医薬品
の多くは ､ 分子 内に不斉構造を有す る場合 ､ いず れか 一 方の鋭像異性体 (エ ナ
ンチオマ - ) がもう 一 方より高い 比率で含まれ る こ と が知られて い る ｡ 合成
医薬品の 中にもキラ ル 中心を有す る ものが数多くある が , それら のうち 約半数
は夜数 の エ ナ ンチオ マ - の 等量混合物 ､ すなわ ち ､ ラ セ ミ体 として開発され て
治療に供されて い るの が現状で あ る ｡ 市田らは ､ 1986年度版の 医薬品要覧に
収載さ れて い る わが国の 市販医薬品 (胎教926個) に つ い て調査した と こ ろ ､
約40別こあたる394個が不斉碑追を有し､ その うち185個が光学活性体 として ､
209個が ラセ ミ体 と して 用 い られて い た ｡ 1 ) 多くの 医薬品が ラセ ミ体と して
開発され て きた理由 の 1 つ は､ 近代薬学の主流を担 っ て きた天然物合成化学の
分野 で は､ ア ルカ ロ イ ドや テ ル ペ ンな ど天然 に は光学活性体と して存在す る に
もかかわらず化学的に は ラ セミ体と して合成 されれば十分と されて きた こ主に
ある ｡ 従来の メデイ シナ ルケ ミス トリ - も同様の耽れを引き継 い で おり､ 日 1
的とする薬理括性を有す る化合物の母核を平面的に化学修飾す る こ とに終始し
て きた ｡ , また ､ た と え エ ナ ンチオマ - の 片方に高い 薬理括性が ある こ とがわ
か っ て い たとしても ､ これを工業的に得る ことが技術的に困難で あっ たり ､ 光
学分割の過程を経る こ とによっ て ､ 採算性が著しく低下する ことな どもラ セミ
体医薬品の 多い 一 因で ある ｡
しかしながら､ 生体の基本をなす アミノ酸や糖が光学的に括性であり ､ 薬理
作用はこれらか ら成る リセ ブタ - や調節因子との相互 作用によっ て発現する こ
とを考えれ ば, たと えば､ 1 つ の キラ ル中心がある薬物で は2種類ある エ ナ ン
チオ マ - の 間で顕著な薬理活性の差を示す こ とは容易に推察でき る ｡ こ の と
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き､ 薬理学的に不活性な エ ナ ン チオマ - は単に不 純物に すぎず ､ ヱ の 点 から ラ
セ ミ体 ぱ
'
50%impu rity
”
と もい われ て い る ｡ こ れら不精性体が単怒 る不純物
で あるなら ば問題は少ない が ､ 時と し て藍璃 な副作摺をもたらす こ とが ある ｡
1970年の初頭､ 社会的に大き恕波紋を投げか けた
”
サ リ ドマ イ ド禍
'9
は､ ラセ ミ
体と して適属され て い たため にもたらされた典型的な事例である ｡ 1979年に ､
Blas chkeら によ っ て サリ ドマ イ ドが光学藤翻さ れ るに 至 り ､ R体 に は本来の 健
振作用だ けがあ るも の の ､ S体は強い 健奇形睦を有す る こ とが明ら かと な っ
た｡ a) すなわち ､ 当初よ りサリ ドマ イ ドの R体だけが適用されて い たならば,
こ のような悲劇は防ぐ こ とが で きたわ けで ある ｡ この 事件を契磯に ､ 卑ラ ル
中心 を有す る薬物に つ い て は ､ 可能な限り薬理清隆の 最も高い エ ナ ン チオマ -
と して開発す る気運が次第に高まりつ つ ある ｡ また ､ ラセ ミ体医薬品に つ い
て は ､ 構成す る おの おの の エ ナ ン チオマ 一 に つ い て薬理試験ならび に専性拭験
が横棲的に なされ る ように な っ て きた ｡
エ ナ ンチオマ - 間の 薬理作用の相違は､ 薬物の 作用点に おける感受性の速 い
による ほか ､ 生体内で の薬物の 吸収 ､ 分布 ､ 代謝 および排壮な ど の速度過程 ､
すなわち ､ pba r m a c okin etic sの違 い に よ っ て 大きく左右され る こ とが明らか と
な っ て きた ｡ 3) - 厳に ､ 多く の薬物 の消化管からの 吸収過程は受動拡散に よ
るもので あり､ それ ぞれの立体異性体の 吸収性にはほとん ど違い がみ られな い ｡
しかしながら､ c ephale xinな どの ア ミ) - β - ラ クタ ム系抗生物質4 )やL- DOPA5)
な どは､ 小腸粘膜に局在す る糖や ア ミノ酸な どの 輸送担体を介して能動的に吸
収され る ｡ こ の ような場合には ､ 異性体毎 に担体に対する親和性が異なる こ
とに起因して ､ 吸収量や吸収速度 に極端な立体特異性 がある ヱとが知られて い
る ｡ 分布に関して い えば､ 酸性薬物のm ephoba rbito n e､ 6)w a rfa rin､ 7 )phe n-
pr o c o u mon､
8 )また塩基性薬物のpropr an olo1､ 9)dis op yra mide､ 1 0 )chlo r o-
quin e
l i)な ど多くの 薬物で 土 ナ ンチオ マ 一 間の血清蛋白結合や組織結合性が鼻
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な る ｡ とりわ け､ ibupr ofe nで 披 ヒト血清に 対す る結合率にはR勝とS体 と
で 1e 5倍も の 速い が あり ､ i 2 )また ､ 願肪鼠織 へ の 取り込 み も R体 の ほうが有
意に高い こ とが報告さ れて い る . 1 3 ) 薬物代謝に おける立体選択性 として は ､
分子内にすで に 卑ラ)i/中心を持 つ 化合物に つ い て は ､ どちら の エ ナ ンチ舟マ -
が優先的に代謝され る か (s ubstr ate e n a ntio s ele ctivity)と プロ 卑ラ ル な薬
物が生体内で代謝を受けて 卑ラ ル な代謝物を生じる場合 ､ どちらの エ ナ ンチ オ
マ - をより多く生成す る か (pr odu ct e n a ntio s electivity)の 2通りの 観点か
ら静じる ヱ とがで きる ｡ 1 4 ) また ､ pe ntoba Tbir ali 5 )やwa rfarin1 8)な どは両
者が 同時に起 こ る こ と (s ubstr ate - pr oduct e n a ntio s ele ctivity)が報告され
て い る ｡ 立体選択的に生成した代謝物が薬理活性を有す る場合に 臥 特に後
者が重要で ある ｡ 典型的な例と して は､ フ エ ニ ル プロ ピオ ン誘導体の非ス テ
ロ イ ド系抗炎症薬 の 分子 内異性化反応が知られ て い る ｡ 1 7 ) ヱ の系統の薬物
の大部分はラセ ミ体と して 用い られ て い る が ､ c o e nzym eAが関与した不可逆的
な横棒を介 して R体 は薬理活性の 高い S体 へ と範換す る ｡
Lo x opr ofen s odium (Fig｡1)は､ 抗炎症および鎮痛作用が既存の 同系薬吻に
比べ て強い 反面 ､ こ の系統の薬物に特徴的な 胃腸管 へ の障育作用は比較的弱い
フ ェ ニ ル プロ ピオ ン酸誘導体の 非ス テ ロイ ド系抗炎症薬 である 1 8 )｡
みcH2 -伝 CH31C臼C O O Na I 2H20
Soditm 2-[4-(2- o X o cyclope ntyl皿ethyl)phe nyl]pr opionate dihydr ate
C1 5Hl ?ぬOB ･ 2tl20 (乱W. 304.2g)
Fig. 1 Che mic al str u ctu re of lo x oprofen s odiu m.
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本薬の安全係数が飽薬より高い こ と 披､ 版周後遺やか に胃腸管より吸収姦れ ､
生体内に広く分布す る カル ポニ ル遼元酵素に よ っ て薬理晴性体の トラ ン ス
ア ル コ ー ル体 (tr a m s- a
■
1c ohol) に変換 した後 に作周を発現す る プ ロ ドラ ッ グ
である ことによ つ て い る ｡ Lo x opr ofe nは分子内に 2 つ の不斉炭素を有し､ 4
種の エ ナ ンチオ マ - を等畳に含むラセ ミ体 と して 適用されて い る ｡ したが っ
て ､ cyclopenta n o n e環の 2
'
位 の カルポ ニ ル基が遼元され て生成するalcohol体
に は､ 理論的に は8礎 の エ ナ ンチオ マ - (2些 - 弛 鞄 - 3d)が存在す る (Fig｡ 2)｡
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薬理試験の 結果 ､ 各 エ ナ ンチオ マ - のi血 vitr oにおけ るpr o stagla mdin生合成
阻寄活性杜夫きく異な る ことが判明して い る(Table I)｡ 1 9 ) Lo x opr ofe nも
同系の偽薬 と同様､ 2 故の 不斉炭素の立体酉己位は R体からS体 ヘ 分子内異性催
する ことが確認されて い る｡ 2 0) - 俄に , 多くの カ ルポ ニ ル化合物の遼元代
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Table I Inhibito ry effe ct of lo x opr ofe n and its m etabolites on
pT OStagla ndin syntheta s ein bo vin e s e min al micr os omes
Co mpo u nd I C5 O fo rPGE巳 pr Oductio n
(iLH)
1o x opr ofe n
tr a m s- alc ohoI(ra ce m ate)
(2S,1
'
R,
(2S,l
'
S
,
(2R,1
'
R,
2
'
2
'
2
'
(2R,1
'
s,2
'
Gis - alc ohol (r a c em ate)
S)
R)
S)
R)
760
72
9
9 0
〉1 000
〉1000
340
fr o ma. ぬ もs uda et al‥ Bioche m. Pha rm a c ol. 33, 2 473(1984).
謝反応 は立体選択的で あ り2 1)､ 1ox opr ofe nは 4種 の エ ナ ンチオ マ - から成る
こ とを考慮す る と , w a rfa rinと同様s ubstr ate- pr odu ct e n antio s ele ctivぬ 伐
謝過程を辿る こ とが推察され る ｡ しかしながら ､ 1o x oprofenの カルポ ニ ル遼 .
元過程の立体選択性につ い て は､ こ れまで に 定量的な検討がなさ れて い なか っ
た ｡
本研究は ､ HPLC およぴcapillary GC/鵬などの分析手段を駆使する ことによ っ
て ､ 1o x oprofenの活性代謝物 へ の変換過程が立体選択的であ る こ と に起因した
特徴的な体内動態を生物薬剤学的な見地より論述した もの で ある ｡ 弟 1章で
は ､ 生体試料申の1o x oprofe nおよび活性代謝物の立体異性体につ い て ､ HPLCお
よびcapilary GC/耶 による5通りの微量分析法を確立した ｡ 弟 2章で は､ ､
これ らの分析法を応用して1o x opr ofe nの活性代謝物 へ の 変換過程の立体選択性
とその磯梼をラ ッ ト肝再構成系によるin vitro試験より明らかにした｡ 第3
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輩で は､ 1o x opr ofe nをはじめ多( のカ)i,ボ 羊ル化合物 の 代謝を司る遼元酵素に
つ い て ､ そ の 立体選択性も含め て高感度か つ 容易に清隆を謝定す る ため の 発蛍
光性基質 旦-(6- m etho xy- 2- be nzo x azolyl)a c etophe n one (BO文一 ketone)を新たに
合成した ｡ また ､ BO文一 keto n eの 遼元特性 をラ ッ トおよぴウサギの 主賓魔手か
ら得た可溶性分画を用い て酵素化学的に検討し ､ 1o x opr ofe nの遭元特性 と の 比
較を行な っ た ｡ さ ら に, 舞4章で は ､ ヒ トおよび ラ ッ トに お け るin viv oの
体内挙動 の 点から1oxoprofenの遼元的代謝過程の立体選択性に つ い て換射を加
えた ｡
凱章 鯛紳申1oxopTOfen畠よび翫個物の立槻性舶贈鮒
立体異性と は､ 構成要素は同じで も 3次元空間で重ぬ合わすこ とので きな い
分子間の 構造的相違 と定義 で馨る ｡ 立体展性を生じる要素には大きく分けて
2通りが考 えられる ｡ すなわち ､ 炭素原子に 4 つ の異なる置換基が任意に直
給し ､ それを鏡に写した時の実像と鏡像と披互い に塵ぬ食わすご とがで きな い ｡
この ような立体的関係に為る異性体は､ 鏡像異性体 (エ ナ ンチオマ - ) ､ また ､
こ の ときの炭素原子は不斉炭素と称され る ｡ 一 方､ 分子内に炭素庶子の 2垂
線合 ､ 璃状構造 ､ ある い は 2 つ 以上 の 不斉中心がある ため に ､ 相対する置換基
の 間に距離の 速い が生じる 構造を取る立体異性体があ る ｡ Wielandは､ こ の
ような 関係 の 立体異性体を ジア ス テ レオマ - と倫名 した ｡ 2 2 ) この よう な立
体化学的な観点から位置づ ける と ､ 1o x oprofe nは4 つ の エ ナンチオマ - (Fig.2､
垣 - 過)と こ れら の うち 2 つ がそれぞれ ペ アとな っ た , e rythr o(1b,1c)とthre o
(1a,1d) の 2阻の ジアス テ レオ マ - から構成され る ｡ また ､ 生体内で 2 '位
カ ルポニ ル基が遼元 され て 生成す るalc obol体は , 絶対配位の異なる 8種の エ
ナ ンチオ マ - から成り ､ cyclope nta n ol壌の 1
'
位および 2 '位の立体配置に よ
りもたらされ る.置換基間の 距離の 違い によ っ て ､ それぞれ ､ 4= つ の エ ナ ン チオ
マ - の集合体からなるtrans 一兵性体(Fig｡2､ 塾 - 坐)とcis一 兵性体(Fig｡ 2､
壁 - 壁)の 2鼠の ジアス テ レオマ 一 に分類で きる ｡
本章で は ､ 生体試料申の1oxopr ofenおよび活性代謝物alc ohol体をジア ス テ
レオ マ - 特異的､ あるい は､ エ ナ ンチオ マ - 特異的に高感度で定量するため に､
HPLCおよびcapilla ry GC/鵬を駆使した 5通りの分離分析法を新たに開発した ｡ ､
それぞれの 分析方法の特徴と目的をTable Ⅱ に要解した ｡
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Table Ⅱ Su m 皿a ry Of a n alytical m ethods fo r ste r eois o m e r s of lo xopr ofe n
a nd its alc ohol n etabolite s
鮎thod Ap pa ratu s Compo u nds Pes olv ed PllrpO S e
HPLC
lo x opr ofe n [垣 - 辿]* 1. In viv odispositio n
(flu o r e s c e nc e) 三言芝…;…三芸Z曾o1 造=諾 2ぷ:監i孟nb言na孟ing study
G C/HS
tr an s- alc ohol [塾 - 塾] In vitr o m etabolic
cis- alcohol [払 - 姐〕 study in r at liv e r
a nd their 2
'
Tde uterated pr odu cts
G C/那
tr a n s- 1
'
s,2
'
R- alc ohol
tr am s- 1
'
R,2
'
s- alc ohol
ci計 1
'
R,2
'
R- alc ohol
cis -1
'
s
,
2
'
s- alc ohol
[塾 塾]
[払, 姐]
【払 塾]
〔AG, 姐]
1.In vitro m etabolic
study in rat liv e r
2｡In viv odispo sitio n
study in r at and 皿an
HPLC
2 S- lox?pr ofen
(flu o r e s c e n c e) 2R- 1oxopr ofen
2S- tra n s- alc ohol
皇R- もr a 71S - alcoho1
2S- Gis - alcoho1
2R- Gis - alc oho1
[ia, ia]
[1も, 1c]
[盃, 盃]
[Bb, 三組]
[塾 飴]
[姐, 姐]
In viv odispo sitio n
study in r at
HPLC
2S,1
'
R- 1o x oprofen
(ロV) 2R,1
'
R- lo x oprofen
2S
,
1
's- 1o x oprofen
2R,1
'
s- 1o x oprofen
迷 In vitr. r a c e miz ati. a
光 study in r at liv e r
* Identified ntlmbe rin Fig. 2. Ste r e ois o m e rsin pa r enthe sis a r edete cted
a s on epe ak
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弟1節 Lo x opr ofe nおよび括性代謝物の抽出免件
生体中に は､ 炭水化物や脂質の 異化作用に よ っ て産生される 中間体や最終産
物な どカ ル ポン酸残基を持 つ 内因牲物質が数多く あり ､ とり わけ､ 血中に は
10
- 5
g/mlもの高級遊離脂肪酸 として存在して い る ｡ ヒ トに 1回当たり の常用
盈で あ る60mgの1o x opr ofe n s odiu mを経 口投与した とき ､ 血 中および炎症浸出
液申の括性代謝物の 浪度は ､ 10
‾ 8
- 10
- ?
g/mlとかなり微量で ある こ とがわか っ
て い る 2 8)｡ したが っ て ､ 前処理換作と して 生体試料から1o x opr ofenと代謝
物を効率良くまた選択的に抽出する こ とは ､ 高感度分析のため に必要不可欠で
ある ｡ 予検討の結果､ 1o x opr ofe nとalc ohol体は塩酸酸性にした試料か らベ
ンゼ ンで 2 回抽出す る液相抽出法および逆樹系の 固定相を有する前処理用ミ ニ
カラ ム(Sep pakC1 8)による固相抽出汝 の 2通りを確立 した｡ 液相抽出法は ､
操作が簡便なた め参観体処理 に適して い る こ とから ､ 主に血紫や尿など 且n
viv o実験系より得られ た試料のHPLC分析に適用した ｡ しか しながら ､ こ の 抽
出法に よ っ て肝臓をはじめ とす る組織成分を含む試料を処理す ると ､ 脂肪成分
の多 い組織で は試料申の成分が有機溶媒によ っ て乳化するた め に ､ 通常 の遠心
操作で は分離が できな い場合が あ っ た ｡ また ､ たと え分離できた として も測
定対象とな･る薬剤の 回収率が棲端に低下する ことが判明した ｡ そ こで ､ 原則
としてGC/ASによる魔手申の1ox oprofenある い 娃遼元代謝物 (alc ohol体)の分
析の際は ､ 質量娩出畢のイ オ ン源汚独を防止する ことも踏ま えて固相抽出法を
適用した ｡ 一 定浪魔の1o x opr ofe nとalc ohol体 ジア ズ テ レオ マ - を添加した
血紫および肝可蒋性分画を 2通りの抽出法 によ っ て処理したときの 回収率を
Table Ⅲ に示した｡
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Table Ⅲ Pe r c e nt r e c o ve rie s of lo x opr ofe n and its dia ste r e o m e ric
alc ohol m etabolites fr ombiological spe cime n s
朗ean ± S｡ D.
Ext ra ction SaTnple n lo x oprofe n tr an s- alc ohol Gis - alc ohol
Liquidphas e Pla s m a
Soli dpha s e Liv e r
cytos ol
98.3 92.6 g 5｡ 2
士 6.8 ± 7｡ 4 ± 7. 4
83.1 88.1 90.1
± 8.5 ± 4. 2 ± 3. 4
液相抽出法で は ､ 1o xoprofenは2 つ の alc obol体ジア ス テ レ オ マ 一 に比べ て
高い抽出率を示 した ｡ 一 方, 固相抽出法 で は , 0｡ 015斑酢酸緩衝液(pH4｡ 0)に
添加 した試料をSep pak C18に吸着した ｡ 水および35%メタノ ー ル で順次洗浄
した後メタ ノ - ル で溶出した結果 ､ い ずれ の化合物に つ い て も最も高い 回収率
が得られた ｡
- 1 0
鱒2節 Loxopr ofe nと避元代謝物 ジア ズ テ レオ マ - の 高速液体ク田 マ トゲラ フ
(H P L C) によ る微塵分析 - - - 艶ethod1
ジア ズ テ レオ マ - 披 ､ 互 い に物理化学的な性質の異なる別々の 化合物で ある
こ とか ら ､ そ の まま の 状態 で 屯肝LCやGLC にお ける溶出挙動に速 い が島る ｡
したが っ て ､ 各々の ジア ズ テ レオ マ - の存在比は ､ 対応する クロ マ トゲラ ム の
ど - ク両横比恕 どから容易に求め る こ とができ る ｡ 本筋で 杜 ､ im viv o投阜
時の1o xopr ofe n(迦 - 過)と 2鼠の alc ohol体ジア ス テ レオ マ
- (塾 - 塾塾 - 壁)
の 血中浪度を感度良く分析す るた め に ､ 新たに合成したカルポン酸蛍光棟識試
薬､ 4-bro m o m ethyl- 6,7- n ethyle n edio xyc o u m a rin(BrADC)を用い たHPLC法を確
立 した ｡ 本法によ っ て 分離分析で きる1oxopr ofe nおよぴalc ohol体の立体異
性体の関係をFig｡ 3に示した ｡
Lo x oprofe n
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Fig. 3 Ste re o chemical relatio n ships in a n alysis of lo xoprofe n aJld
diaste re om eric alcohol m etabolites. (Bethod 1)
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2 - 1 カ ルポ ン酸蛍光標識就薬 ､ 逢- bro甲O m ethyl- 6,7- m ethyle n edio xy -
c o tEn a rinの合成と蛍光特性
Lox opr ofe n披 ､ 紫外部の低級濃蘭域にカ)i,ボキ シル基 に由来す る吸収 (8 -
8.66×103)がある以外 杜､ 肝LC の娩出単に対して 感度良く応答す る 由絵蛍光性
ある い 比イオ ン反応性官能基を持たな い な い ｡ したが っ て ､ 親格筑執や製剤
特性 の評価な ど比較的高浪度で不純物に
一
よる 妨寄が少な い 試料の 定盈に 臥 酸
- 壌基祷定法や紫外部吸収tlPLC法が適周さ れて い る ｡ しか しなが ら ､ 生体就
料申､ とく に1o x opr ofen改革後の血紫申や炎症鮭漁申の微畳の代謝物を定盤す
るに はこれ らの 方法で は不十分である ｡ 阿部らは､ 1o x opr ofehの 弟1楯臨床
試験に際して 血♯お よぴ尿中の1o x oprofe nと 2種額 の alc ohol体ジア ズ テ レオ
マ - をGC/AS法に よ り勘定して い る ｡ 2 4 ) しかしながら ､ こ の 方汝は前処理操
作が煩雑な こ と ､ また ､ ガラ ス 充填カラ ム を用い て い る こ とから ､ tr a n s-
alc ohol体とcis - alc ohol体 と の分離が恵<謝定値の済度に大きく影響す る危険
性があ っ た ｡ Lo x opr ofenと年1c ohol体 ジア ス テ レオ マ - に は共通 の 官能基 と
して カル ポキシ ル基を有する こ と に着目し て ､ GC/耶 の 欠点 を克服 した感度 ､
精度ともに高 い分離分析を達成する ため に ､ す ぐれた蛍光応答性を有す るカ ル
ポン酸標識試薬 ､ 4-br o m omethyl-6,7- m ethyle n edio xyc o Ⅶn a rin (Br風DC)を新た
に合成した ｡ また , Br斑DC により1o x opr ofe nと代謝物を誘導体化した の ち ､
逆柑系HPLC による分離定量を行な っ た ｡ Br捜DCは ､ 天然に存在す るフ ェ ) -
ル性化合物､ s e sa m olとク エ ン酸とのPe cbm 弧縮合 ､ それ に続く 4位カル ポキシ
ル基の 臭素化の 2 工程反応に より高 い 収率 で合成で きた ｡ 2
5 ) また ､ Bra)C
はク エ ン酸の代わりに等モ ル の プロ ム アセ ト酢酸 エ チ ル エ ス テ ルを硫酸 離 下
で縮合する こ とに より ､ 1 工程で 合成す る こ とも可能で ある ｡ Br斑DCの 4位
メチ レン樟造は ､ 紫外部吸収の標識試薬として知られ る p-br o m ophe n a cy卜
bro mideの α 位の メチ レンと同様ele ctrophilicな特性 を有し､ 2
8〉非水溶媒申
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Fig. 4 Che mic al de riv atiz atio n of lox opr ofen aJld its m etabolites
with Br放DC.
で過剰の 炭酸カリウム と相聞移動触媒で あるク ラ ウン エ ー テ ルとと もに緩和に
加温す る こ とに より ､ 種 々 の カル ポン酸 と1:1の モ ル 比で 定量的に反応して 対
応す る発蛍光性の エ ス テ ル体を生成した(Fig｡ 4)｡ アセ トニ トリ ル申で n-
c apr oic a cidとBr渡DC との反応生成体の蛍光ス ペ ク トルを確親した結果､ 最大
励起波長は355n m, 最大蛍光波長は435n mで あ っ た ｡ こ れは1o x opr ofe nをはじ
めとする多くの カルポ ン酸誘導体でほぼ共通して い た ｡ 水とアセ トニ トリル
の 混合溶媒申で ､ Br艶DC と同系のカルポン酸標識試薬との蛍光特性を比較 した
結果をFig. 5に示 した ｡ n- c apr oic a cid をBr旺DCによ っ て誘導体化した とき
の エ ス テ ル体の 蛍光は ､ prostaglandinな どの カル ポ卑 シル 化合物の 蛍光標識
試薬として すで に汎用され て い るBr珊C2 ? )およぴBrD斑Ce 8)よりも優れて おり ､
また溶媒組成の違い による蛍光qu e n chingの程度も小さか っ た ｡
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Fig. 5 Flu or es c enc eintesity of caproic a cid deriv ative s with thre e
c ou 胞 rin r eagents in co n v ention al HPLCs olv ent.
Fin al c on c entration of e a ch este rde riv ativ e w as adju sted at 50nH.
2 - 2 Br斑DCによる誘導体化
一 定浪度(5iLg/ml)のlo x opr ofe nおよび 2種のalc ohol体ジア ス テ レオ マ - 杏
含む血奨の液相抽出物を異な る浪度 のBr艶DC で誘導体化 した結果 をFig｡ 6 に示
した ｡ い ずれ の各化合物ともに最大蛍光強度に達す るため には ､ 少なくと も
化合物浪度の6倍のBr艶DCを要する ことが示唆された ｡ した がっ て ､ 以後の 実
験に用い たBr肋C濃度は臨床試験における最高血紫中濃度
2 4 )を勘案して 250
pg/mlに設定した ｡ 反応液の 相対蛍光索度か ら1o x opr ofe nとBr斑DC との 反応
性を経時的に測定した とこ ろ､ エ ス テ ル化は室温20分 で ほぼ完了す るこ とが明
らか とな っ た ｡ しか しながら , 内部標準物質の 二卜n aphthoic a cid のエ ス テ
ル化反応が遅か っ た ことか ら､ 以後の定量操作におけ る反応時間は, 内部標準
物質を含め て蛍光強度が最大に到達する40
o
C､ 30分間に設定した ｡
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Fig. 6 Effect ofBr淡DCco nc e ntr ation onthe flu o rogenic ester
fo r m ation with lox oprofen a nd dia ste re om e ric alcohols.
Pla sm a s a mples c ontaining e ach c o mpo und(5fig/ml) w er e extr acted
and r ea cted with different co n ce ntration s of Br放DC.
Eey : 1o xopr ofe n(㊨), tran s- alc ohol(○), Gis - alcohol(A)
2 - 3 逆相H P LCに よる 分離分析
市販されて い る種 々の逆楯糸充填カ ラム(” - Bo ndapakC1 8,Pa rもisi1 5-ODS,
Co s m o si1･ 5Cl.8, Zo rba xODS,LiChr os o rbRP
-18)の 申か ら , tr a m s- alc ohol体と
Gis - alc ohol体のBr捜DC誘導体を最も選択的に分離す るもの に つ い て 検索した ｡
その 結果､ アセ トニ トリ ル と水の 混合溶媒系(55:45)を移動相として用い た時
に ､ Zo rba xODSの分離特性が最も優れて い た ｡ ･ ヒト血 単軸出物の 典型的な タ
ロ マ トゲラ ム をFig｡ 7に示 した ｡ こ の ときのLo xopr ofe n､ tr a m s- alc ohol体
およびcis- alcohol体の 保持時間は ､ それぞれ ､ 14. 4分､ 10｡6分､ 12. 2分であ っ
た ｡ 検量線 はい ずれの化合物 つ い て も ､ 0.31 - 5〝g/ml の範囲で 原点を通る
良好な直線性を示した(Fig｡ 8)｡
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Eey : 1o xopr ofe n(㊨), trans- alcohol(○), Gis - alcohol(息)
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既知浪魔の1o x opr ofe nと代謝物を ヒ ト血紫に 同時に 添加し ､ 本謝定法の精度
と再現性を挽謝した(Table Ⅳ)｡ 髄液度領域で の 日内変勤は, 最大で 7%程
度で あり ､ 1o x opr of 恥 alc obol体の い ずれ に つ い て も十分な蹄度と再現性で
測定できる こ とが示唆された ｡ この分離定量法は､ 1oxoprofe nを版周して い
る リ ウマ チ患者に おける血 中あ る い は 関節液中浪度の 測定を はじめ多く の実験
動物 (ラ ッ ト､ マ ウス ､ 家鬼､ ビ - グル犬､ モ ルモ ッ ト､ カ ニ クイ ザル) に お
ける体内動態の研究に応用でき る こ とを確認して い る ｡
Table Ⅳ Ac cu r a cy and r epr odu cib ility of RP LCa nalysis for lo x oprofe n
a nd dia ster e o m eric alc ohol metabolite s(Hethod 1)
tR
* Pla s m a c o n o entr atio n spi ked (FL岳/ml)
(min) 5 1 0.5
lo x opr ofe n 14. 4
tr a n s
- alc oho1 10. 6
Gis - alc ohol 12. 2
4. 90FLg/ml榊 1.05 0.51
土 0. 28
5. 04
j= 0. 30
4. 91
士 0｡ 23
士 0.05
1.13
± 0｡09
1. 06
土 0. 07
± 0.02
0. 47
± 0.0 3
0. 48
士 0. 02
* Retension tim e.
** Hea れ± S. D. obtain ed fr o m reわ1ic ated deter min ation sfo r
lO diffe r nt pla s m a s a mple s.
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鱒3節 遼元代謝物ジア ズ テ レオ マ ∵の ガス.
ク甲 マ トゲラフ /マ ス ス ぺ クトロ
メ トリ (GC/M S) によ る微量分析 - - - Method 2
一 般にカ]L,ボ ニ]L,化合物が遭元され る場合 , 濃元塑補酵素 ､ NAB(P)H の 2つ
ある水素原子の うちの 1 つ が優先的に カ ルポ ニ ル炭素に転移され る こ とが知 ら
れ て い る ｡ 2 9 ) Lo x opr ofe nに おけるこ の 水素転移反応 の立体特異性に つ い て
は､ 第2章弟3節で詳細に 言及す る ｡ こ こ で ､ 転移され る可能性の あ る 2 つ
の 水素の それぞれを あらか じめ立体選択的に重水素棟識化して おけば ､ 1o x o-
profenを酵素的に遼元した ときに生成するtr ans - alc ohol体とcis - alc ohol体の
同位体比率から評価す る こ とが で きる ｡ こ の ため の 測定法として は ､ 阿部ら
が第 一 相試験に お い て 適用したGC/鵬法24 'を準用する こ とも で きるが ､ 従来の
ガラ ス 充填カラ ム と比較して額縁化合物に対する 分解能が著 しく高 い fu s ed-
silic a c apilla ryカラ ム を用い る こ と に よ っ て ､ より済度の 商い 分離分析が期
待で きる ｡ 本節 で は2種類のalc obol体ジア ズ テ レオ マ - をよ り選択的に分離
分析する た め のGC/HS法を改め て 開発した ｡ 本法によ っ て分離が可能なalco-
hol体立体異性体の 関係は ､ 1o x oprofe nが謝定対象で な い こ とを除けば前節 で
示した蛍光tlPLC法(Fig. 3)と同じ であ り､ tr am s- alc ohol体とcis - alcohol体の
それぞれ 4 つ の エ ナ ンチオ マ - は 1本 の ピ ー クとして検出される ｡
3 - 1 誘導体化
代謝物のalcobol体はオ キシ酸に相当し ､ GLCで分析するにあた っ て極性の 高
い 官能基は誘導体化して挿発性を賦与す る必要があ っ た ｡ GLCの誘導体化試
薬として は数多く の もの が知られ て い る が , 3 0 )これ らの 申の い く つ かを予備
的に検討した結果､ alc ohol体 の カ)i,ボキ シ ル基をdiazom ethaneで メチ ル エ ス
テ ル とした後, ヒ ドロ キシ ル基を過剰のN,0-bis(trim ethylsilyl)- triflu o ro-
1 8 -
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Fig. 9 Che mic al deriv atiz ation of diaste re o me ric alc ohol metabolites of
lo xopr ofe n with dia zo met,haJle aJld BSTFA. (Eethod 2)
a c eta mide(BSTFA)によ っ てtrim ethylsilyl(T班S)化する方法が反応性､ 定量性
ともに満足ゆく結果を与え た｡ 本法の換作の概略をFig｡9に示した ｡
tr a n s- alc ohol体の合成横島から得られた誘導体の E Iマス ス ペクトル を
Fig. 10A に示した ｡ シ グナル 強度から判断して , 誘導体の分子イオ ンピ ー ク
(孤/z 334)からメチル基が1つ 脱離したフ ラ グメ ントイオ ン (政一15, m/z 319)
と1 質量数高い 同位体 の脱 メチ ルイオ ン((恥1)- 15, 帆/2: 320) を定量分析の ため
の モ ニ タ リ ングイオ ン に選定した ｡ 内部棟準物質のtrans- alcoI10トd3体に 由
来する フ ラ グメントイ オン(m/z 322)は､ 測定対象の非標識tra n s- alc ohol体あ
るい は2
'
位プロ トン が重水素置換した同位体の 定量障育とならなか っ た ｡
- 1 9 -
3 - 2 Capilla Ty GC/鮎 によ る分線分析
誘導体をm ethylsilic o n eで コ ー テ ィ ン グした非庵性な特性のc api且1aryカラ
ム(Ultra-#1)に導入した ときの鼎塑的な マ ス クロ マ トゲラ ム をFig｡ 10Bおよぴ
Fig｡ 10Cに示した ｡ tran s- alc ohol体 とcis - alc ohol体 ジア ズ テ レオ ∇ - の 保
持時間は ､ それ ぞれ ､ 18｡ 1分 と18. 5分で あ っ た ｡ 典型的な換盈線をFig｡ 且1
に ､ また ､ in vitr o肝可溶性分画を含む反応液に既知浪度(5jig/ml)のalc ohol
体ジアス テ レオ マ - を加え て繰り宜し分析したときの済度と再現性 をTable V
に示した ｡ 測定値 の 変数は高々3｡6%で あり ､ 先の蛍光肝LC法と同様軸定済度
およぴ再現性と もに良好な謝定法で ある こ とが確認さ れた ｡
苫(c H】)3
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∽
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Fig.10Ele ctr on imiz atio n m as s spe ctr um(A) aJld ty pic al m as schr om atograJBS
.f diaste re oD e ric alcohol 皿etatX)1ite s. (Hethod 2)
(A) 阻 S革 Sre Ctr u n Obtain ed fro mT 弧de riv ativ e of authe ntic
tr am s
-
alcohol, (B)ion chr o阻 tOgran S(孤/z 319) of a uthe ntic
sta nda rds, (C)io n chro 阻tOgra m S(A/a322) of tra m s
- alc ohol- d3
a sinternal standa rd.
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Fig.ll C alibr at,ion curv es fo rdiaste r eo m eric alc ohol m etabolite s of
lox opr ofe nby capilla ry GC/脂 . (Method 2)
Eey : tr am s- alc ohol(○), Gis - alcohol(㊨)
Table V Åc c u r a cy a nd r eprodu cibility of 肝LCa n alysis fo r
diastere o m eric alcohol m etabolit8 S Of lo xopr o rfen
in r e a ctio n mixtu r e s c o ntaining r at liv er cytos ol
佃ethod 2)
tR
* Co ncentr atio nspiked
(mi･n) 5 jLg/nl
tr a m s- alc ohol 18. 1
Gis - alc ohol 18. 5
4. 95* *
± 0.18
4.87
士 0.14
* Rete nsion tim e.
* *斑e a n士S. D. obtain ed fr om r eplic ated dete r min atio n s
fo r5 di ffe rnt r ea ction mixture s.
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第4節 GC/BS に よ る還元代謝物の1
'
位お よび2
'
位エ ナ ンチオ マ - の 立体特異
的分析 - - - 放ethod 3
Lo x opr ofe nの 遼元代謝物は､ 8種の 絶対配位の 異な る エ ナ ンチ オ マ ー から成
る が ､ cyclope ntan ol環 の 1
'
位および 2
'
位 の 不斉構造が ジア ス テ レオ マ - の
関係にあ るため ､ 前節で述べ た よ うにtr a n s- alc ohol体 とcis - alc ohol体 のク ロ
マ トゲラ フ 挙動に は遠 い がみ られた ｡ した が っ て ､ 両者をそれ ぞれ性質の 異
なる 化合物と考えれ ば ､ 狭い 意味で の エ ナ ン チ オ マ - は ､ tr a m s- alc obol体 に
つ い て 4種 ､ また ､ cis- alc ohol体 に つ い て 4種 に限定す る こ とで きる ｡ 従
来､ 2 つ の キラ ル中心 を有す る化合物 の 4 つ の エ ナ ン チオ マ - を同時に分離 し
て い る報告は少なく ､ 生体試料に限れ ば ､ w a rfa rinと その遭元代謝物 エ ナ ンチ
オ マ -･をポス トラ ベ)L,HPLCに よ っ て不完全ながら も分離定量 した例が掛 られ る
にす ぎな い .
3 i )
ェ ナ ン チ オマ ー ビう しは ､ 旋光性 を除い て物理化学的性質
は全く同 じ で ある こ とから ､ その ままを ク ロ マ ト的に分析した と して もの そ の
溶出挙動に は全く差がみ られな い ｡ 通常 ､ これ らを織別す るた め に は ､ 第3
者 と し て の光学括性な環境 を外部から導入 しなくて はならな い .
82) 具体的
に は､ ①分離対象とな る エ ナ ン チオマ - の キ ラル 中心 に近接す る官能基に光学
括性な反応試薬をカ ッ プリ ングす る こ とによ り､ ジア ス テレ オマ - として 分離
する方法 ､ ②クロ マ トグラ フ ィ ー の 固定相に光学活性体を用い る方法､ さらに､
③BPLCに限 っ て適用で きる 方法 と して ､ 光学的に括性な添加剤を溶髄液に用い
る こ との 3 つ に大別され る ｡ 当初､ 8種 のalc obol体 エ ナ ン チオ マ - の それ
ぞれを完全分離 し､ 高精度に分離分析す る ことを 目指 して①と②の手法を中心
に種々検討を重ねて きたが ､ 分離度の点で こ れらを 一 斉に珊定す る こ とはきわ
め て 困難な こ とが判明した o そ こ で ､ cyclope ntan o1部分 (1
'
位および 2
'
位不斉炭素) とpbe nylpr opio n ate部分 (2位不斉炭素) の立体異性体を別々 の
2 2
手順で 分離定量す る亀 の と した ｡ 本筋で は ､ ①の 事故に基づ い てalc obol体
のcyclope nもa n ol部分の配位が異な る逢種類の エ ナ ンチオ マ - を特異的に分離分
析した ｡ 本法で分離で き るalc ohol体立体異性体の 関係をFig｡ 12に示 した ｡
□ : dete cted a s o n epe ak
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- 2 3
4 - 1 誘導体化
GC/艮S分析に あた っ て ､ 極性の 高い カル ポキシ ル基 は ､ 前節 の ジア ズ テ レオ
マ 一 分祈と 同じ< ジア ゾメタ ンで メチ ル エ ス テ ル とした ｡
一 方､ ヒ ドロ 卑シ
)t'基娃､ 既 に汎用されて い る 4雀額の光学活性ア)i,コ - )i,分割試薬 ､ すなわち ､
a- トトトnaphthylethyl is o cyan ate 細EI C)
3 3)
､ 卜m e nthylchlr oform aもe
(放CF)3 4 '､ (＋)- 2- n etho xy-(2- triflu占r o m ethyl)phenyla c etic a cidchloride
(捜TPA)3 5 )､ およぴ 1R-(-)- c amphanic a cidchlo ride(C 姐P)
3 8 )によ っ て ジア
ステ レオ誘導体 と した ｡ 反応性 ､ 生体試料 の浪度範囲で の検量線 の 直線性お
よび c apilla ry GLC に よ る各 エ ナ ン チオ マ - の分離性を換射した蘇果を Table
Ⅵ に要約した｡ 捻合的に判定して , 1
'
位およぴ 2
'
位の エ ナ ン チ オマ - の分
離分析のた め の光学活性試薬と して はCA 肝が最も適して い る もの と患わ れた ｡
tr aJIS- alc ohol体をC 姐P で誘導体化した と き の E I マ ス ス ペ ク トル をFig. 13A
に示した ｡ 分子イオ ン ピ ー ク(m/z 4 42)から メチ)i,フ エ ニ)i,プ ロ ピオ ン酸部
分 (CH30') が開裂して 生成する フ ラ グメン トイオ ン(m/ヱ &10)紘, 基準ピ ー ク
(孤/z 185) に次い で弾く ､ また ､ 生体成分 に由来す る妨寄 ピ
ー クも認 め られ な
か っ たこ と から､ 定量分析の モ ニ タリ ン グイ オ ンとして 選定 した ｡
Table VI 1
'
a nd 2
'
- e n a ntiospecific a n alysis of alc ohol m etabolite of
lo x opr ofe n u sing chir al labeling r ege nts
Re agent Re a ctivity Lin e arity Re s olutionby
capil lay GIぷ
封ErC
親CF
HTPA
CARP
0
A
A
○
×
×
0
0
×
△ (阿 rtial)
A (pa rtial)
0 (co mplete)
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Fig.13 Ele ctron io niz atio n m s s spectru m(A) aJld ty pical m as s chro matogr am s
(B,C,D,E) of alc ohol m etabolites of lo xoprofen. (Hethod 3).
Eey :(A)rna s s spe ctru m obtained fr omCA 肝 deriv ativ e of r a ce mic
tr an s- alc ohol, (B) r a ce mic standa rd of tra ns - alc ohol,
(c) e n 之ymatica11y pr odu ced trans - alc ohol, (D) ra c emic st anda rd
of Gis - alcohol, (E) en zym atic ally produc ed Gis - alcohol
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4 - 2 Capilla ry GC/ES による分離分析
もr a n s- alc ohol体 の 2 つ の エ ナ ンチオ マ ー ､ す なわち ､ (1'R,2'S)- alc oholと
(1's,2
'
R)- alc ohol
■
は､ Fig｡13Bお よぴ13C に示す ように 長さ60mのfu s ed- silic a
capilla ry c olu Emに よ っ て ほ ぼ完全に分離す る こ とが できた ｡ しか しながら ､
Gis - alc ohol体 の エ ナ ン チオ マ - の 1 つ ､ (1
'
s,2
'
s)- alc ohol の ピ ー クが 両者 の
ほぼ中間に溶出し ､ GLC条件の 変更だ抄で は こ れ ら 3 つ の エ ナ ンチオ マ - を完
全に分蘭す る こ と は困難で あ っ た ｡ そこ で ､ CA雄pに よる誘導体化に党立 っ て
tr am s- alc ohol体 とcis - alc ohol体の メチル エ ス テ ル体を順相系HPLCによ っ て 分
離､ 各ジア ズ テ レオ マ - を含む捧髄液を分敬し､ 以後の 分析操作を別々 に行な
う必要があ っ た ｡ cis - alc obol体と内部標準物質のRS-2513は､ それぞれ12｡ 3
分､ 14. 0分 ､ また , tr a m s- alc ohol体 と 内部棟準物質の 重水素同位体は16｡ 0分
の 保持時間で 溶出した ｡ 各ジ ア ス テ レオ マ - の 分取操作によ っ て全体 の 回
収率 は約16%に低下したもの の ､ in vitr o系の代謝実験 で予想され る 0｡ 6 - iO
〝g/mlの 浪度範囲に お ける 検量線は､ い ずれの エ ナ ンチ オマ 一 に つ い て も原点
を通る良好な直線性を示 した(Fig｡ 14)｡ 一 連の分析操作をFig｡ 15に要約した ｡
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cis - alc ohol体を食むHPLC分画を同様を羊CÅ附ヒしGC/鵬 に導入 した緒果 ､ 2 つ
の エ ナ ン チオ マ - は25mの 非極性なc apilaTy C Olu m mに よ っ て ほぼ完全 に分離
された(Fig.13D､ 13E)｡ 4種のalc ohol体エ ナ ン チオマ - の 分離バ ラメ 一 丸
定量済度および再現性 をTable Ⅶ に要約した ｡ 本分析法で は ､ alc ohol体 エ
ナ ンチオ マ - と光学活性試薬と の 共有結合を形成し ､ ク ロ マ ト単軌の異なる ジ
ァス テレ オマ 一 に誘導して い る こ と から ､ 各 エ ナ ンチオ マ
一 間で反応収率が変
わらない こ と ､ また ､ 反応申に ラ セ ミ化が起 こ らな い こ とが前提条件となる ｡
8種の等し い溝魔の alc ohol体 エ ナ ン チオ マ - 合成横島をそれぞれ上 記の 手順
に従っ て分析した結果 ､ 得られたクロ マ トゲラム の ピ
ー ク面帝に は速い がなく ､
操作中に絶対配位の 一 方的な転換や ラセ ミ化も起 こ らな い こ とが確寵さ れた ｡
Table Ⅶ GC/鵬 r e s olution a nd v alidity for ena?a ntio ELe ric aJlaysis
of alc ohol m e atbolite s of lo 又Opr Ofen l nre a ctio n mixtu r e s
c o ntaining r at･1 iv e r cyto s ol (Method 3)
Co nfigu r atio n k
' *
α
* * Rs* … Repr odu cibi1ity
5. 0〝 g/ml, spi ked
tra m s- alc obol
Gis - al¢obol
1
'
R,2
'
s l l｡92
1
'
s,2
'R 1 2.0 2
1
's,2
'
s ll.28
1
'
R,2
'
R 11.5 i
1. 009 0.936
1. 023 1. 284
5. 0 7 ± 0. 20… …
5.08 ± 0. 25
4.9 6 土 0.2 9
5.11 士 0.2 3
* Rete ntio n
* *Separation
* * *Res olution
** * ♯Hea n±S. D.
inde x.
facto r(k
'
51. w/k
'
f I, 5t)｡
c o effi(】ie nt.
oもtain ed fr o m r eplic ated deter min atio ns.
fo r5 di ffe rnt r ea ctio n mixtu r e s.
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鱒5節 蛍光H P L C に よる1o x opr ofe nおよび濠元代謝物の 2位エ ナ ンチ オ
マ - の立体特異的分析 - - 一 触thod 逢
前節で は､ 遭元代謝物a且c ohol体のcyclope nta nol磯の立体構造によっ てもた
らさ れる 4種の エ ナ ン チオ マ 一 に つ い て ､ キヤ ピラ リGC/ASによ る分離分析法
を述 べ た ｡ Lo x opr ofe nおよぴalc ohol体には , さら に 2位フ ェ ニ ル プロ ピオ
ン酸部分に不斉構造 を有す る ｡ こ れ は ､ ibupr ofe nやn apr o x e nな どの他の酸
性非ス テ ロ イ ド系統炎症薬に 共通 した梼造で あり ､ す で に1o x opr ofe nを含め て
生体就料を対象とした これ らの薬剤の エ ナ ンチオ マ - 選択的な分離分析故に つ
いて乱 数多<の換甜がな され て い る ｡
3 ? ' 方法静的にも GLC､ GC/HSおよび
W LCを分離手段と して ､ 光学活性な固定将によ り直接分離して い る例 粥 )や光
学括性試薬 によ る ジア ズ テ レ オ誘導体化す る就み3 9 )な どさま ぎま であ る ｡
多くの非ス テ ロ イ ド系統炎症薬 で みられる 2 R体か ら2 S体 へ の不可逆的な分
子内異性化現象は､ 生体に 投与した後の体液申の微量な薬物を謝定す る こ と に
因っ て い るため ､ HPLC を用い て エ ナ ンチオ マ - を分離分析す る場合に披, 痕出
L
感度の高い 弗色性ある い は発蛍光性の 官能基を有す る光学活性試薬でカ ルポン
敢残基を誘導体化する ことが賢明である ｡ 代表的な発蛍光性試薬には､ 1S-
1-(4-dimethy･1a min o n aphthale n e- トyl)ethyla min e(DANE)4 O )がある ｡
本筋で は ､ 近年川原らによ っ て合成された蛍光性の レ アミノ酸誘導体4 1)､
2-[逢-(レphe nylala nyl)aBlin ophe nyl]-6- m etho xybe n z o x a z ole(PheBOX)を光学活
性試薬と して用い ジア ズテ レオ誘導体化する こ とにより ､ 1o x opr ofe nおよび
alc ohol体の フ ユ ニ ル プロ ピオ ン酸部分の立体韓造の遠 い によ っ て もたらされ
る計6種類の エ ナ ンチオマ 一 に つ い て の分離定量法を検討した｡ 本故によ っ
て分離分析され る1o x opr ofe nおよぴalc ohol体の立体異性体の 関係をFig｡ 16に
示した ｡
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Fig. 16 Stereoche mic al r elatiorlShips in 2 e n antio specific an alysis
of lox opr ofe n and alc ohol m etabolites. (Method 4)
5 - 1 誘草体化
キラ ルなカ ル ポキ シル化合物 を光学活性試薬で ジア ス テ レオ マ 一 に誘導体化
す る には ､ 塩化チオ ニ)I,な どで酸塩化物と した後､ ト(+- m e ntholや ト(-)-
bo r n e o14 2)な どの天焦に存在す る光学活性なア ル コ - )i,で ジア ス テ レオ エ ス テ
ル とする方法と R-(＋)-1- phe nethylamin e4 3 )やト(トanthryl)ethyla min e4 4 )な
どの 光学活性なア ミ ン と縮合させ てジア ス テ レオア ミ ドとす る方法が 一 般的で
ある ｡ 試薬謝繋の 容易さ ､ 生成物の安定性 ､ さ らに , エ ナ ンチオ マ - の 分離
性と い う点から み ると盛者の ほうが有利で あ る ｡ ア ミ ド結合の形成に は種々
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の免件が 問い られ るが ､ 長島らはすで に回,封
'
- dicyclohe xyl carbodiimida2101e
を縮合割 として ､ 1oxoprofenおよびalc ohol体の カル ポキシル基とDAEA との カッ
プリ ング反応 の 至適条件を詳細に換謝して い る ｡ 8 7 ) 今 臥 ペ プチ ド合成 の
縮合剤と して汎摺され て い る① 2,2
'
-dithiodipyridin eともriphe nylphosphin e
をもち い る 方法4 5)､ ② diphe nylphophazidateで カル ポン駿を ジア ゾ体とした
の 引 こ縮合する 方法4 8 ), ③ トethyl-3-(3- dim ethyla min opr op yl)carbodト
imidazole(耶C)によ る方法に つ い て 比赦した ｡ Lo x opr ofe nおよびalc ohol体
はい ずれの 試薬を伺 い て 屯ラ セ ミ 化を起こ さずに PheBOXと巌細な条件 ( 室温
15- go浄)で縮合し ､ 相当す る ア ミ ド誘導体を生成 した｡ 特に ､ ③の 条件下
で反応収率が最も高か っ た ことから ､ 以後の実験 では1 -hydr o xybe n2:tria z ole
存在下WSC を縮合剤 と して誘導体化を行な っ た . 誘噂体化に適用したPheBO‡
の 慶は､ ラ ッ トに経 口投与 した時の1oxoprofenおよび代謝物の最高血紫申浪度
が10iLg/ml になる と想定して ､ 6倍モ ル に相当する試験管あた り100iLgとした ｡
Fig. 17に誘導体化の 概要を示した ｡
?Y3jHTc o o H
O
･ 凸 ヘ
PわeB O X
R
W S C in CH2C!2
Ro o mte mp. 冗 1.5hr
杏- 叩
Va
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?
H
H
,
,CO N H一芸- R,
惑
R
'
ク′
/
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＼
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y ＼ NM C O-
Fig.17 Chemical deriv atizatio n of lo xopr ofe n and alcohol m etabolites
with Pb(∋BO‡.
- 3 1
5 - 2 順楯H P L Cによ る分離分析
Lo x opr ofe nを経口投与(5mg/kg)した ラ ッ ト血祭から液相抽出した1o x opr ofe n
およびalcobol体のPheBOX誘導体を種々 の 順柑系HPLCカラ ム に より分離分析し
た ｡ カラ ムや溶媒条件を変えて分析した結果､ 通常 の 分析力ラ ム(内径逢｡6m m
x 長さ 25- 30c m)1本だけで 娃､ ベ ー ス ラ イ ン分離を達成す る こ とがで きなか っ
た｡ 1検体あたりの 分析に所要する藤間と の兼ぬ合 い から ､ 最終的に内径
8m mの シリカゲ ル カラ ム 2本を直列に連結して 分析 した ｡ 鼎 塾的な タ ロ マ ト
ゲラ ム の 1例をFig. 18 に示 した ｡ tr a n s- alc ohol体およびcis- alc ohol体 の
ピ ー ク形状は対称性を欠き, それぞれはさ ら に 2 つ の ピ - ク にか らなる こ とが
示唆された ｡ これ は ､ フ エ ニ ル プロ ピオ ン酸残基に導入した卑ラ ルな磯噴か
ら平面的な距離は逮ぎかる も のの ､ cyclopentanol部分の 立体配位､ すなわち､
前節で述べ たalc obol体1
'
位およ び 2
' 位の不斉炭素に 由来す る エ ナ ンチオ マ
- も部分的ながら分離され るため と考えられ る ｡ ラ ッ ト血紫に つ い て 得られ
1.S.i
A
10 20
Fig.18 Typic al liquid
I.S.
a
10 20
Tim e (min)
I.S.
a
3
訂1
氏
1B 20 30
chro m atogr am s of lo xoprofen a nd alc ohol
m etabolites. (Method4)
Eey :(A) rac enic standa rd mixtu r e, (B)dr ug
-freepla sma
(C)plas m a obtained 30min afte r o ral dos e of lo x opr ofen･
pe aks : (1)1o xopr ofe n, (2) cis- alc ohol, (3)tr am s- alc ohol
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た換盈線をFig｡ 且9 に､ 各エ サ ンチオ ∇ - の分離度と定盤値の再現性を Table
Ⅷ に姶括した ｡
芸
2
d 3
凸 dニ
軍
a
･話
皮
1
d#
u
払慌批 伽盟柑 紬 (dml)
乙5
官ig.19 Calibration c u rv e sfo r2 en 弧tio m er s of lox op
r ofe n and its
alc ohol n etabolitesby HPLC. (Rethod 4)
混ey : 2S- 1ox opr ofen (○), 2R
-lox opr ofen(㊨),
2S-もra n s- alcohol(A), 2R- tr aJI S- alcohol(息),
2S- Gis - alcohol(ロ), 2R-tr a n s
-
alc ohol(困)
Tab且◎ 闇 臼PLCr e s olutio n a nd v alidity fo r 8 na n a ntio n e ric a nalysis
of lo x opr ofe n 弧d i ts alc ohol n 組t.bolitesin rat plas m a
(鮎thod 4)
.Co nfigu r atio n k
書 * α * * Rsヰ 納 Repr odu ci biiity
2｡ 5jLg/ml, spiked
1o x opr ofe n
tran s
-
alc ohoi
cia - a且¢oho且
2S 2. 33
2R 2｡ 51
2S 3. 76
2R 4.02
2S 5. 13
2R 5｡ 逢5
且.080 O. 841
1. 089 0.873
1.063 0.9()1
2. 52 ± 0.18* * ヰ*
2. 58± 0.19
2. 43 土 0. 9
2. 舶 土 0,1 旦
2.55± 0. 12
2.52 土 0. ll
* Retention
* *Sepa ratio n
* * *Re s olutio n
革* * *He a n士S. D.
r at pla s m a
inde x.
fa cto r(k
'
e R/k
'
2S).
c o efficie nt.
obtain 8d fr o mreplic ated dete r minatio nsfor5 d iffernも
s a mples.
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欝 6節 紫外部吸収H P L C によ る1px opr ofe nの エ ナ ン チオ マ - の立体特異
的分析 - - 一 触thod 5
前節まで の放ethod 3 と斑eもhod 逢を観 み合わ せ て伺い る こ とによ っ て ､ 埋静的
に存在す るalc ohol体 の 8唾の エ ナ ンチオ マ - に つ い て の それ ぞれ の 絶対盈と
存在比率の測定が可能とな っ た ｡ しかしながら ､ 1o x opr ofe nに つ い て 掛れば､
斑ethod 如こよりphenylpTOpionate部分の 不斉構遵に 由来する 2礎の エ ナ ンチ舟
マ - (Fig｡ 16)は分離 で きる もの の ､ cyclope nta n ol部分の 1
'
位不斉横道 に由
来する エ ナ ンチオ マ - の 分離が残 された課題で ある ｡ 寺田らは ､ 1o x opr ofe n
の1
'
位の絶対酉己位は メタノ ー ル中に希薄な酸ある い はア ルカリを加える こ と に
よ っ て可逆的に ラ セ ミ化する こ とを エ ナ ン チオマ - の旋光度の経時的な変化か
ら明らかに して い る ｡ 4 7 ) 本節で は､ 1o x oprofe nの 1
' 位の 立体樵遁 の 変換が
生体内で も起 こ る か どうか定量的に確認す る ため に ､ 1o x opr ofe mの 4種 エ ナ ン
チオ マ - の 分離分析につ い て検討した ｡ 本法に よ っ て 分離 でき る1o x opr ofe m
の立体異性体の 関係をFig｡ 20 に示した ｡ α 位に 不斉碑造を有す る カル ポニ)i'
化合物の エ ナ ンチオ マ - の 分離 には､ カルポ ニ ル基 と選択的に反応す る光学活
性試薬によ っ て ジア ズ テ レオ誘導体と して 分析す る 方法が - 般的で あ る ｡ 4 8 )
当初 ヱの手法に準じて , 2位の カ ルポ キシル基を (- トα - phe n ethyla min eによ
りカ ッ プリ ン グし, さ らに ､ cyclope nta n o n e環の カル ポニ ル基を乾燥ベ ンゼ ン
中で(2R,3R)-(-)-2,3-buta n ediolある い は(2R,4R)- トト2,4- pe ntaJledio14 9 )と
と もに90分間還流して ケタ ー ル ヘ 導 い た ｡ これをHethod 3で cis- alc ohol体
エ ナ ンチオ マ - の 分離 に用い た25mの キヤ ピラ リ ー カ ラ ムを使 っ てGC/ES分析し
たと ころ 4種の エ ナ ンチオ マ - は完全 に分離す る こと がで きた ｡ しか しなが
ら ､ ケ タ ー ル化の 反応収率は低く , また ､ 生体試料申浪度に相当す る jLgオ ー
ダ ー で は検量線 の直線性
′
を欠く ことが判明した ｡ 最近 にな っ て ､ 化学修飾し
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e n aJltispecific
aJLalysis of lo xopr ofe n. (Hethod 5)
たセ ル ロ ー ス を固定柑とす るHPLC カラ ムが市販され , こ れにより多くの ラセ ミ
化合物の 土 ナ ン チオ マ - を誘導体化す る こ となく分離で きる こ とが報告され て
い る ｡ 5 0 ) Lox oprofe nの 4種 の エ ナ ン チオ マ 一 に つ い て も､ パ ラ トルイ ル酸
セル ロ ー ス エ ス テ)i,誘導体を充填 したHPLCカラ ム (Chir alc e1 0J)で直接分離
で きる ことが示さ れた ｡ 5 1 ) そ こ で ､ こ の 分析条件を若干変更して ラ ッ ト肝
を含むin vitro反応液 中の1o x opr ofe nエ ナ ンチオ マ - の謝定に応用した ｡
Lo x oprofenの ラセ ミ体棟晶 (50pg/ml)を固相抽出し､ 紫外部吸収HPLC によっ
て分離した ときの ク ロ マ トゲラム をFig｡21A に示した ｡ 各エ ナ ンチオマ - は ､
それぞれ ､ (2R,1'R)､ (2R,1's)､ (2S,1'R)および(2S,1's)の順で溶出し ､ 約
- 3 5 -
16分の 分析時間で 捻ぼ完全に 分離さ れ串｡ こ の とき の後塵線は ､ 目的とす る
浪度範囲で 良好な直線性を示した ｡ (Fig. 22)
I.ら.
2 3
4
Fig. 21Typical
Xey :
I.S.
10 15 o
T im 魯¢¶in)
10 15
liquid chro m atograms of lo x opr ofen e n antio me r s. (馳thod 5)
(A) ra c emic lox oprofen, (B) r e a ctio n mixture obtain ed
90min afte rin cubatio n with(2R,1
'
s)-1ox oprofen.
Pe aks :(1) (2R.1
'
R)-1o xopr ofe n, (2) (2R,1
'
s)-1o xopr ofe n
(3)(2S,1
'
R)-1o xopr ofe n, (4) (2S,1
'
s)-1o xopr ofe n
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Fig.22 Calibration c u r ve sfo r2 and l
'
e n a ntiom e rs of lox opr ofenby nPLC.
(Bethod 5)
Eey :(2R,1
'
R)-1o x oprofe n(○), (2R,1
'
s)llo x opr ofe n(㊨),
(2S,1
'
R)-lo xoprofe n(A), (2S,1
'
s)-1o x opr ofe n(息)
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鱒 7節 考 察
ヱヱ数年 ､ 各唾の タ ロ マ トゲラ フ 分析機欝ならび にその手法が ハ - ドゥ ェ ア
およぴ ソ フ トウ ェ ア の両面に おい て目覚ましく進歩してきた こと をうけて ､ 専
ラル な医薬品や代謝物 の エ ナ ンチ舟マ - を高感度か つ 迅速に分離分析す る こ と
が可能とな っ てきた｡ 本章では , 肝LC と卑ヤ ピラリGC/耶 を分離手段と して ､
生体就料中の1o xopr ofe nならび に濃元代謝物の alc ohol体の 立体異性体に つ い
て高い選択性を有す る 5通りの分析法を確立した ｡
放ethod lと捜ethod 2披 ､ 1o x opr ofe mと 2つ の alc ohol体ジア ズ テ レオマ - を
ラセ ミ体 として 定慶す る ア 卑ラ ル な分析方法であ る . しか しながら ､ 鮎thod
l披新た に閑苑した蛍光棟敵前薬BrRDCに よ っ て 3 つ の化合物 に共通する カルポ
ン酸残基を発蛍光エ ス テ ル体とした後逆相肝LC によっ て 分析する こ とから､ 感
度的に は ヒ ト炎症鼠敵中の n g オ ー ダ ー の薬剤を分析する こ とがで きた ｡ e 3 )
また ､ 従来の ガラ ス 充填カ ラム による GC/HS法と比べ て ､ tra m s- alc ohol体 と
Gis - alc ohol体を短い分析時間で完全分離で きる点から優れた分析方法で ある ｡
この 分新法は, 生物学的同等性の 検鮒や活性代謝物の阻織移行性な どの 臨床試
験にお い て ､ す でに5000検体以上もの 定量分析に適用さ れた実験がある ｡ ま
良, 前処理操作とク ロ マ トゲラ フ分析条件の若干 の変更で ､ 他の酸性非ス テ ロ
イド系統炎症薬 (ketopr ofe n､ ruipr O X e n､ ib叩pr Ofe n etc.)やpr o staglandin関
連化合物の体内動態の 研究にも応用できるこ とを確認して い る ｡
エ ナ ンチオ マ - の 分離に際して 卑ラ ルな環境を外部から導入手段として は ､
分離カラ ム の固定将に光学活性な担体を用い る方法が最も有利で あるとされて
い る ｡
3･2 ) 近年 , セ ル ロ ー ス 5 2)やα 1⊥酸性糖蛋白5 8 )な どの光学活性高分子
を担体として 固定化して い るカラ ムや 光学活性な アミノ 酸誘導体5 4 )の ような
低分子を シリカゲル と化学結合した多数の カラム が入手で きるようにな っ た ｡
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当初､ 後者に属す る0Åシリ ー ズ( 住化分析セ ン タ ー )やBA監ERBONDChir al Pha s e
(I. T. Bake rRe s e arch)な どの市販の光学括性カラ ム を用い て ､ 1o xopr ofe nおよ
びalc ohol体の光学分割を試みた ｡ OA-100によ っ て フ ユ ニ ルプ ロ ピオ ン酸部
分の立体構造の異な る エ ナ ンチオマ 一 に つ い て 披部分的に分離 されたも の の ､
cyclope nta n ol部分の 立体棒造が異なる 4種類 の エ ナ ンチ オマ - ､ とりわ け ､
tr a n s- alc ohol体 の エ ナ ンチオ マ 一 にらい て は ､ い ずれ の カラ ム を使 っ て も実
験に適用で きる だけの分離性および謝定精度が得られ なか っ た ｡ そこ で ､ 反
応性や ラセ ミ化の 有無に つ い て確認を要す る こ と ､ また ､ 前操作がやや煩雑な
こ とから 直凄分離法に比べ て デメリッ トで はある もの の ､ 経験的に成功率の高
い 光学活性就薬によ る ジア ス テ レオマ - 誘導体化法に つ い て検討 した ｡ 不斉
構造に隣接す る 2' 位 ヒ ドロ キシ ル基に 光学活性なCA 肝を導入して ジア ス テ レ
オエ ス テ ル とす る こ とによ り ､ 60mの キヤ ピラ リ カラ ム を使っ てtr an s- alc ohol
体の 2種類の エ ナ ン チオマ - , すなわ ち､ (1
'
R,2
'
s)- alc oholと (1's,2
'
R)-
alc oholは 32分 の分析時間を即ナてようや<分離する こ とがで きた(method 3)｡
成戸らは ､ ラ ッ ト尿中のtr an s- alc ohol体 につ い て ヒ ドロ キ シ ル基 を耶PAで ､
ま た ､ カル ポキシル基をト)- α - phe n ethylamineによ り誘導体化し､ 得られた
ジアス テ レ オマ - の絶対輯造の決定を試みて い るが不成功に終わっ て い る 5 5)｡
今回 ､ CA肝 を除い て キラ ル なア ル コ ー ルの 光学分割に 一 般的に用い られ て い る
誘導体化試薬で はtr a n s- alc ohol体の エ ナ ン チオ マ - を完全分離す る ヱ とが で
きな かっ た ｡ この こ とは､ 2 つ の エ ナ ン チオ マ - の立体的な環境が酷似して
い る ため に ､ これ らを識別する にはCA 肝 のような立体的にか さ高い キラ ルな因
子を導入しなく て はならなかっ た もの と推察され る ｡ 澱ethod3 は分析操作が
やや煩雑な こと ､ 1検体あたりの分析所要時間が長い ことな ど改良の余地はあ
るも の の ､ 測定対象の フ ラ グメ ン トイ オン を選択的に検出(m/z 410)して い る
こ とから ､ 定量精度､ 再現性の点で はきわ め て 良好な分析法が確立で きた ｡
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フ エ ニ ル プロ ピオ ン酸部分の 立体構造に 由来す る エ ナ ンチオマ - の分離分析
は､ ラ ッ トおよぴ と 卜の 血 中勤懸から評価する こ とを勘案して ､ 徽畳分析が可
能な蛍光HPLC法に よ り行な っ た(hthod 4)｡ 苑蛍光性のL
- ア ミ ノ酸誘導体 ､
pheBOXは ､ 光学純度が高い 天然の ブ ユ ニ ル ア ラ ニ ンを原料として い るため ､ 試
薬合成段階で の 光学分割線作が不要で ある ヱ とが大きな利点 である ｡ PheBOX
の娩出感度は , すで に 繁摺されて い るDAN Eを約10借上 回 っ て い た ｡
4 1)
苫らに ､ 鮎もhod 5 では､ パ ラ トルイ ル酸セ ル ロ - ス エ ス チ ルを固定柑とす る
光学晴性カ ラム (Chir alc elOJ)に導入す る こ とによ っ て 1o x opr ofe nの 4種額
の エ ナ ン チオ マ - を帝導体化す る こ とな< ほぼ完全に分聴分析で きた ｡ 5 1 )
ヱ の 方按は ､ 1o x opr ofe n由身 の髄液長城の紫外吸収を娩出す るた め測定感度の
点で やや難がある もの の ､ 後述するin vitr o系の 実験における基質浪度が比校
的高い こ とから ､ 信頼性の 点で は十分な分析法で ある と思われる ｡
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実 数
1 ｡ 就薬および実験材料
ラセ ミ体1o x opr ofe nおよぴその遼元代謝物ジアス テ レオ冒 - (tr a m s- alc ohol､
Gis- alc ohol)は ､ 三共株式会社化学研究所にお い て食成 された ｡ i 8 ) Lo x o-
profe nに つ い て 4種類(1a - 1d)､ alc ohol体に つ い て 8健類(2a - 2d､ 3a - 3d)
の エ ナン チオマ - 5 8､ 5 7 )､ さら に､ GC/ES分析の 内部棟準物質とした もr 弧 S-
alc ohoトd3体お よび(士)-2-[4-(tr a m s- 2- hydro xycyclohe xylm ethyl)phe nyl]-
pr opio nic a cid(RS- 2513)も同研究所にお い て合成､ 供給された ｡ それぞれ ､
最終浪度が50- 500FLg/mlとなる よう に メ タ} - ル に て 溶解し , 実験 に使用し
た ｡ 本章 で用い た主な試薬 と購入元を以下 に記す ｡
BrD放C､ C地P, ⅣEI C､ 批F､ 即PA､ N- m ethyトN- niもro-
p
- toln e n e s ulpho n a mide (diazald)
3,逢- m ethyle n edioxy phe n ol (s e s a m ol)､ Br馳C､ 闇SC
c apr oic a cid, 18- c r 珊 n-6 Other, diclofe n a c s odiu m
BSTFA
2
,
2
'
-dithiodipyridin eヽ triphenylpho sphin e､
diphe nylpho spha zidate､ 1-hydr oxybe n ztria z ole
ア ル ドリツ チ
和光純薬
シ グマ
ピア ス化学
東京化成
フ エ ニ ル プロ ピオ ン酸部分の ジアズ テ レ オ誘導体化に 剛 ＼たPheBOXは ､ 川原
ら の報告4 i 'に準じて 合成した ｡ 試薬の 合成および抽出に用い たそ の 他の試
薬はすべ て 特級品 (和光純薬､ 東京化成) を､ 誘導体化の 反応溶媒およぴHPLC
移動 榔こは高速液体ク ロ マ トゲラ フ用 ( 和光純黄) を使用した ｡
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2 ｡ 実験敷物およぴ試料 の調製
体藍180一 望00gの ウイ ス タ - 今道糸雄性ラ ッ ト ( 動物紫蘇研究所)を実数前16
時間給慶したの ち使侍した ｡ 額部勤駄を切開､ 放血 し速やかに肝臓を摘出した ｡
水冷した150 戚塩化カリウム溶液にて十分に溶血したのち ､ 4倍魔 の50mHリ ン酸
緩衝液 (pu 7｡ 逢)を加えた ガ ラ ス製のPotもer- Ev ehjem ho moge nize rによ っ て均
一 促した ｡ 癖 毛 ジネ - トは ､ 9000×gに て15分間､ さらに105000 ×gに て60分
間遠心分解し ､ 可溶性潜函を得た ｡ ヒトの コ ントロ ー ル血液と して ､ 薬剤 を
服摺して い な い健康成人男子(10名)の上腕静脈よ りウシ勝粘膜由来の ヘ パ リ ン
溶液 (血液10mlにつ き20単位) を添加した注射簡により採取した . 血祭は､
1300×gに て10分間遠心分離 して得た｡
2｡ 装 置
nPLCは ､ 655塑送液ポンプ ユ ニ ッ ト( 日立製作所)を用い ､ 試料の注入は7125
塑ル ー プイ ンジ ェ クタ(レ 卦ダイ ン)で行な っ た ｡ 化合物の 蛍光を検出する時
(鮎thod lおよぴ鮎thod 4)に杖 , ミクロ フ ロ ー セ ル ユ ニ ッ トを実装したF- 1000
塑蛍光光度計(日立)を ､ また ､ 紫外番吸収を娩出する場合(nethod 3およぴ
馳thod 5)には838塑日PLC紫外部娩出脊 ( 日立) を使周した｡ 娩出貴からの 出
力 臥 CR3Å塑タ ロ マ トゲラ フ我分装置 (島津製作所) により各ピ ー クの面哉値
を求めた ｡ 核磁気共鳴ス ベ タト)L'(1H一 服R)は, JN放-GE270塑ス ペク トロ メ ー
タ ( 田本分光)､ 赤外 ス ペ クトル 臥 60-SX型FTIRス ペク トロ メ 一 歩 (ニ コ レ
ジャ パ ン) ､ 質量分析ス ペ クトル 娃､ DX-30塑マ スス ベ タトロ メ ー タ ( 日本分
光) によ り軸定した ｡
GC/鵬分析には ､ 5890塾ガス クロ マ トゲラ フ装置 と5988A塾4重庵質量分析計
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(ヒ ュ - レ ッ ト パ ッ カ ー ド) を連結した 由数分新シ ス テ ムを喝予イ オ ン化
(E I) モ ー ドで位相した ｡ イオ ン源の 加速電圧披3 kV､ イ オン化電圧は 70
eV､ イオ ン源の 温度は20
o
C とした ｡
3 ｡ 4-Ca rbo xyn ethy卜6,7- m ethyle n edio xyc o 珊 a rinの 合成
逢-Ca rbo xym ethyl-6,7- m ethyle n edio xyc o u m a rinは､ Bake Tらの報告e 5 )に準じ
て合成した ｡ す なわち ､ ク エ ン酸粉末(250m m ol)を70℃に加温した磯硫酸 67.5
ml)に溶解し ､ 氷冷彼等モ ル の 微細粉末化したses a m olを加えた ｡ 液温を5
o
C
に保ち つ つ ､ さらに29mlの 濃硫酸を徐々 に 加え､ 24時間渡押した ｡ 反応液 を
蒸留水(50ml)に移して 得られ る褐色の 沈澱物を0.01捜硫酸､ 2放水酸化 ナ トリウ
ムおよび2班塩酸 にて 漸次洗浄したの ち ､ ア セ ト ニ トリル から再結晶して 白色の
プリズム 晶を得た b 収率 33-51%, m｡ p｡ 170℃ ｡ 1H一 冊 (inI)耶0-d8)8:3.96
(2日, s, - CH2COO-), 6｡ 23(2H, s, TOCH20-), 6. 39(1H,s, =C=CH-CO-)9 7｡02(1払s,
a r omatic), 7｡ 26ppm (1H, s, aro m atic). 艶 s s spe ctr Ⅷ: n/z 248(捜＋), 204
(bas epa ek)｡ I R(KBr pellet):3050,2920,1720,1410,1280,1040,940c m‾ 1｡
4 . 4-Br o m o n ethyト6,7
-
m ethyle n edio xyc o u m a rin(Br捜DC)の合成
氷酢酸(7.5ml)に懸濁させ た4- c arbo xyn ethyト6,7- m ethyle n edio xyc o u 阻rin
(10m ol)に 等モ ル の 臭素を含む酢酸溶液に加え 1時間遼流した ｡ 冷後 ､ 得
られた粗沈澱物をシ リカゲルカ ラ ムク ロ マ トゲラ フ に て清製した ｡ アセ トン
にて溶出したと き主分画を窒素気流下 で濃縮し, 残査を メタ ノ ー ルか ら再結晶
して淡黄色の プリズ ム 晶を得た ｡ 収率 76Ⅹ, A. p. 241℃ ｡ 1H一 服R(in a c eto n e-
d6)6: 4｡ 79(2H, s, -CHeBr), 6. 20(2H, s, - OCtl20-), 6.50(1H, s, =C=CH-CO-),
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6｡9逢(1H, s, a r o m atic), 7｡ 32ppm(1凪s, a ro 姐tic)｡ 艶 s s spe ctr u m : m/z 283
(A')争 175(ba s epa ek)｡ IR(監Br pellet):3070,29犯 1730,1450,1270,1 札 630
c m
- 1
｡
5｡ 試料の 処理および抽出
液相抽出法 : Lo x oprofe nおよびalc ohol体ジア ズ テ レオ マ - (各2｡5iLg)
を 一 緒に食む共栓試験管に ､ ヒトの コ ン トロ ー ル 血紫(500jLl)と2N塩酸 (20
〝1)を漸次添加 し十分に混和した ｡ こ れ に ､ ベ ンゼ ン(1回あたり6ml)を加え
て 2回抽出し､ 得られた有槻層をあわせ て減圧下煮発乾固した ｡
固相抽出法 : Lo x opr ofe nおよび遼元代謝物ジア ズ テ レオマ - (各10iLg)
およびラ ッ ト肝可洛性分画を含む反応混液(1ml)を同塵の15m朋 酢酸藤衝液 (p円
4.0)と混和し､ Sep pakCi 8カ ー トリ ッ ジ (ミリポア ジャ パ ン) に蒔入 した ｡
カ ー トリ ッ ジをそれぞれ5ml の蒸留水およびメタノ ー ル/ 酢酸緩衝液(35:85)め
順で漸次洗浄したの ち ､ 同慶の メタノ ー ル で帯出した ｡ 抽出液は､ 窒素気流
下で 茶発乾固した ｡
6｡ 試料の 誘導体化とHPLC の分析条件 (Eethodi)
血発から抽出した1o x opr ofe n, 還元代謝物ジア ズ テ レオ マ -(0.1 -100n m ol)
を含む褐色試験管に､ Br放DCの アセ トニ トリル溶液 (250pg/ml, 500fLl)と あ
らか じめ 過剰の 炭酸カ リウムを加えて超音波処理した18- c r o w n- 6 ethe r(1.5
喝/ml, 500iLl)を加えて ､ 40 ℃で30分間加温した ｡ 反応終了後 ､ 10%酢酸の
ア セトニ トリル溶液(100iLl)を加える こ とによ り残留するBr即Cを除去する と
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とも に ､ 生成した蛍光牲エ ス テ ル体を安定化 した ｡ ニ のう ちの5FLlをHPLCに
導入し､ 以下に 示した条件で分析した ｡
カラ ム
移動相
涜 速
温 度
検 出
zorba xODS( 内径4.6m mX30c恥 デ ュ ポ ン)
アセ ト ニ トリル/水/淑酢酸 (55:45:1)
1｡5 ml/min､ 等速モ ー ド
室 温
励起級長 355n m, 蛍光波長 逢35n m
7｡ 試料の 誘導体化とGC/nS分析条件 (規ethod 2)
肝可溶性分画を含む反応液(1ml)を2N水酸化ナ トリ ウム によ り中性 とし ､
tr a m s- alc ohoトd3体(25〝g)を加えた ｡ 固相抽出法によ っ て 前処理 した抽出
物に ､ エ ー テ ル性 ジア ゾメタ ン(200fLl)を加 え室温で15分間反応した ｡ 窒素
気沈下で エ ー テ ル を除去した叡 反応液に20%のBSTFAを含む アセ ト ニ トリ ル溶
港(250FLl)と ビ リジ ン 1滴を加えて70℃ 30分間でalc ohol体をTES化 した ｡
過剰の試薬を50
o
Cの 窒素気流下で 除去した後､ アセ トニ トリ ル(100/上1)を加え
て速やかに捷拝 した ｡ 最終溶液(1FLl)を以下のGC/鵬分析に供した .
1荒メチ ル シリ コ ン を液相と して コ ー テ ィ ン グしたfu s ed- silic a c apilla ryカ
ラ ム , 口1t･a -♯1 (内径0.32m mX25m､ ヒ ュ - レ ッ ト パ ッ カ ー ド)をインタ - フ ェ
イス を介して 直鼓イオ ン源に装着し､ 分析の初温を130 ℃とし30
o
C/minで最終
温度280
o
C まで昇温した ｡ 卑ヤリア - ガス の ヘ リ ウム は線速度40 cm/s e c､ カ
ラ ム ヘ ッ ド圧は10 psiとした ｡ また ､ 試料注入 口およびイ ンタ ー フ ェ イス 温
度は い ずれも260
o
C に設定 した ｡ 試料 は ､ ス プリ ッ トレス モ ー ドでGLC カラ
ム導入した ｡ 娩出イ オ ンは ､ tr am s- alc ohol体標準の マ ス ス ペ クトル (Fig.
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lea)から ､ m/z 319佃1 5争 alcohol体 ジア ス テ レオ マ - )､ m/芸 320(alcohol
体ジア ズ テ レオ マ - の盟十且同位体)およぴm/z 322(tr a ms- alc ohoトd3体､ 内部
標準物質)と した ｡
8｡ 試料の 紡導体化 ､ 順将BPLC による ジア ズ テ レオ マ - の浄取 (触地 od 3)
肝可特性分画を食む 反応液(1m且)を2封液酸化ナ トリウム により中性と し､ 内
部標準物質の tr a n s- alc ohoトd8体およぴRS-2513(各25jLg)を加えた ｡ 固楯
抽出故に よ っ て 前処理 した抽出物に､ 鮎thod 2と 同様エ ー テ ル性 ジア ゾメタ ン
を添加し ､ カ ルポ卑 シル基をメチ ル エ ス テ ル化した ｡ 窒素気流下で エ ー テ ル
を除去した後 ､ メタノ - ル(100jLl)を加え速やか に挽押し ､ こ の うちの20pl
を慣将HPLCカラ ム (Zo Tba xBP-SIL､ 内径逢｡6mmX30c m､ デ ュ ポン) に尊入した ｡
移動蒋としてn- へ 卑サ ン/2- プロ パ ノ ー ル(93:7)を1｡ 5ml/minの流速で送液し､
メチ]L,エ ス テ ル体の 紫外部吸収を223nmで検出した ｡ tra n s- alc ohol体､ cis-
alc ohol体および それぞれの 内部棟準物質に相当す る保持時間の 移動相 (Fig.
15参照)を 2 つ の分蘭(fr a ctio n I ､ Ⅱ)として分敬した ｡ 窒素気流下でそれ
ぞれ の分画の移動楯を除去し ､ CÅE Pの乾燥トル エ ン蒋液 (10喝/ml､ 200iel)と
ビリ ジン 1滴を加えた ｡ 密栓試験管申､ 40
o
Cで90分間反応する ことにより ヒ
ドロ 卑 シ)i,基をca mpha nyl化 した ｡ 反応溶媒を50
o
Cの窒素気涜下で除去した
後､ トル エ ン(100jLi)を加えて撹押､ この うちの1jLlをGC/ES に導入した ｡
- 4= 5 -
9 ｡ GC/AS分析条件 (放ethod 3)
カラ ム は ､ tr ams - alc ohol体 エ ナ ン チ舟 マ - の分析には ､ Du r abo nd
- 1 ( 内径
o｡31m mX60m､ ∫ &W)餐 , また ､ Gis- alc ohol体 エ ナ ンチガ マ - の 分析に披 ,
ロ1tr a-#1( 内径 0.32m mX25恥 ヒ ュ - レ ッ ト パ ッ カ
ー ド)を 剛 ＼た ｡ い ず
れの分析にお い て も ､ カラ ム オ ー ブ ンの 初期温度は180
o
C とし ､ 試料注入 2分
後より10
o
C/minの速度で最終温度260
o
Cま で昇温した ｡ 卑 ヤ リ ア - ガス の ヘ
リウム は練達度40c m/s e c､ カラム ヘ ッ ド圧は29psi と した ｡ 娩出イオ ン は,
tr a m s- alc ohol体の 分析に は, 帆/z 逢10(針32, tr a m s- alc ohol体)およぴm/z 413
(A-32, tr a m s- alc ohol- d3体)､ Gis- alc ohol体の分析には ､ m/a ilo(放-32, cis -
alc ohol体)およぴ m/z 424(箆-32, RS- 2513) を選択した ｡
1 0｡ 試料の誘導体化とHPLC分析条件 (艶thod 4)
ラ ッ ト血紫(0. 5ml)にdiclofe n a c s odiu mの メタノ ー )i,溶液(10FLg/ml､ 50iLl)
を加え､ 弟1節の液相抽出の手順にしたが っ て処理した ｡ 抽出物に ジタロ ル
メタ ンに溶解した トhydr o xybe n ztTia z oleおよぴ WSC (各1mg/ml)を水冷下
10分の 間隔をお い て漸次添加した ｡ 反応液を室温にも どした の ち ､ PheBOX の
ジク ロ ル メタ ン溶液(1喝/ml､ 100FLl)を加えて90分間放置した ｡ 生成 した ア
ミ ド誘導体を蒸留水､ 0.33N塩酸で洗浄したの ち ､ 酢酸 エ チ ル(2ml)にて 抽出し
た ｡ 有機層の 一 部(10jLl)を直列に2本連結したHPLC カラ ム (SSC Silic a-
2301封､ 内径6｡Om X30c m､ セ ンシ ュ ー 科学) に導入した ｡ 調製後 ､ 超音波処
理に よ っ て 十分に脱気した移動相 ､ 酢酸 エ チ ル/ ジク ロ ル メタ ン/ 2 - プロ パ
) - ル(59:39:2)を1. 5ml/minの流速で送液した ｡ 誘導体の 蛍光は､ 励起級長
325 n mおよび検出波長380 nmで娩出した ｡
- 4 6 -
11 . 試料の調製とHPLC分析免件 (Hethod 5)
肝可溶性分画を含む反応混液(200jL1)に , 内部棟準物質のdiclofe n a c s od ト
um(5FLg)を加えた ｡ 固相抽出法によ っ て得られた抽出物を窒素気流下で溶媒
を 除去し , メタ ) - )i,(200fLl)を加えて挽拝､ こ の う ち の10iLlを光学異性体
分離用HPLC カラム (Chir alc el OJ､ 内径亀｡ 6m mX25c m､ ダイセル) に導入した ｡
移動相と して ､ m- へ 卑サ ン/2- プロ パ ノ - 〟/トリフ)i,オロ酢酸(93:7:0｡1)餐
脚 ､､ 1｡Oml/minの 流速 で送液 した ｡ 検出波長は､ 223nmに設定 した ｡
- 4 7 -
那草LoxopTOfenO)立体選択的代謝鮒(i) - Ⅰn viもro雛の評価 -
カルポ ニ ル基をも つ 薬物の 遼元的代謝に 関する研究は ､ チトクロ ムP- 450に
代表される酸化的代謝に関す る報告に比べ てきわめて 少ない ｡ しか しながら ､
最近こ の避元反応が立体選択的で ある こと
5 8 )
､ また ､ 代謝物の アル コ ー ル体
が時と して原体よ り屯強 い 薬理作摺を有す る こ と5 9)な ど興味深い 事実が明ら
かにされるに つ れて ､ ア ルデ ヒ ドやケ トンな どカルポニ ル基の濃元反応が薬物
代謝 の 一 反応 として注目さ れ るよう にな っ て きた ｡
8 0 ) Lo x opr ofe nはこ れら
の なかで も比較的許し<研究が 恕され て い る薬物の 1 つ であ る｡ 田中らは ､
薬理括性体で あるtr8n S- alc ohol体 へ の 代謝変換を司る遼元酵素をウサギの 肝
臓からポリア クリル ア ミ ドゲル電気泳動上 で単 一 なバ ン ドを示す蛋白に まで 精
難し, その酵素化学的な諸性質を検討して い る ｡ 6 i ) 種々 の基質に対する特
異性や阻専科 による不活性化の 程度から ､ こ の酵素は内因性のケトス テ ロイ ド
をはじめ とする多くの カルポ ニ ル化合物に対して 比較的幅広い基質特異性を有
するis o zym eの 1 つ ､ 芳香族 ア ルデ ヒ ド - ケ トン遭元酵素
8 2､8 3 )で ある と 同定
して い る ｡ しかしな がら ､ 1o x opr ofe n還元酵素の立体選択性に つ い て はこ れ
まで に定量的な換酎が なされて い ない ｡
本章で は ､ 実験条件の制御がしやす い ことから ､ メカ ニ ズムを研究す るに は
都合の よ いin vitr oラ ッ ト肝再練成系を用い て ､ 1o x opr ofe nの遼元的代謝反応
の立体選択性に つ い て 多角的に検討した ｡
… 4 9
鱒1厳 選元代謝反応におけ る1o x opr ofen エ ナ ンチオ マ - の s ubstr aも針
pr odu ct e n a ntio s ele ctivity
pr opiophe n o n eの ように カル ポ ニ ル基に隣壊 した置換基が異なるalkylphe nyl
keto n eの 還元活性娃 , 動物穫や禰酵素によ っ て大きく影響され る 屯の の , 生成
するalc oholの立体選択牲に 捻あまり差かみ られな い こ とが知られて い る ｡ 8 4 )
そヱ で ､ 今回の反応系に は田中らがウサギ肝臓のio x opr ofe n遼元酵素に つ い て
報告して い る至適pH(p?6.2)ならび に禰酵素要求性(NADPH)をその まま適摺した｡
ラ セミ体1o x opr ofe nをラ ッ ト肝可溶性分画ととも に37
o
Cで30分イ ン 卑 ユ ベ - 卜
したときの生成物を前章で述 べた エ ナンチオ マ - 特典的分析法(鮎thod 3)によ っ
て測定した ｡ 典型的な マス クロ マ トゲラ ム をFig. 13C と13別こ ､ また ､ alc ohol
体エ ナンチオ マ 一 生成量の経時的推移をFig｡ 23に示 した ｡ Lo x oprofe nの避
n m ol/ mg pr otein
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元はきわめ て高いprodu c七 s electivityを示 し ､ 生成する tr a ns - alc ohol体と
Gis- alc ohol体 の 2
'
位の立体配位は い ずれも98%以上 が S配放で あ っ た ｡ こ
れらの知見は ､ 多くの非対称構造を屯 つ カル ポニ ル化合物の遼元代謝反応の立
体選択性に 関す る経験則､ す なわち ､ Ba u m aJl n- PT elog則8 5 )から予想される ア
)L'コ ー ル の 立体配位 と良く 一 致した｡ 次に ､ 1o x opr ofe nの 4聴の エ ナ ンチオ
マ - (1a - 1d)の 代謝括性に つ い て 比較した｡ 基質浪度が580p灘の ときの
alc ohol体 エ ナ ンチオマ - の 生成括性をFig. 2郎こ示した ｡ いずれ の エ ナン チ
オマ - を基質と した と きで も ､ ラ セ ミ体の とき と同様生成したalc ohol体は2
'
s配位の エ ナ ン チオ マ - , すな わち ､ tr a m s-(1
'
R,2
'
s)- alc ohol(Fig｡24B)と
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Fig.24 Substrate
-
pr odu ct en a ntios ele ctivity of lo x opr ofen m etabolism
享n r at liv e r cytos ol･ Each en antiom er of lo xoprofe n(580pH) w as
ln C ubated fo r30min in the pr es e n ce of NADPH des cribedin te xt･
Eey : Pr odu ct, (A) tra ms-(1
'
s,2
'
R)- alcohol, (B)tr am s
-(1
'
R,2
'
s)-
alcohol, (C) Gis -(1
'
s
,
2
'
s)- alcohol, (D) Gis-(1
'
R,2
'
R)- alcohol
- 5 1
Gis -(1
'
s
争
29 s)- alc ohol(Fig｡ 2塵C)が きわ め て選択的に 生成 した ｡ 一 九 対
草体 の 2
'
R - エ ナ ンチ オマ - (Fi息 2触 およぴ盟旦D)は ､ ごく わずか検出され る
か ､ ま っ たく娩出で ききなか っ た (Pr odu c七 e n a n七io s ele ctivity)｡ た とえ
1' S -立ナ ンチオ マ - (1c,1d)を基質 として も､ 生成した tT a n S- alc ohol のう
ち98% 以上が (1'R,2
'
s)-配位を有して い た ｡ 一 方､ 1
'
R - エ ナ ンチオ マ -
(1a,1b)を基質と した と きにはcis -(1
'
s
,
2
'
S)- alc oholだ けが立体選択的生成し
て い た ｡ これら の事実は ､ 1o x opr ofe nは遼元反応 と並行して 1
'
位の 立体配
位が ､ R体 - S体､ S体 - R体の い ずれ の 方向にも変換 (ラ セ ミ化)す る こ と
を示唆して い る ｡ ラセ ミ化反応の詳細に つ い て は次磨 で首及す る ｡
Lo x opr ofe nエ ナ ンチ オヤ ー の 立体棒造の 速 い もそれ ぞれ の 代謝活性に 顕著 に
彫響した ｡ すなわ ち ､ 1
'
R - エ ナンチオ マ - (1a, 1b)を基質と して 伺い た場
令 , 1
'
s - エ ナ ン チ オ マ - (1c,1d)に比べ て 約3倍の trans- alc ohol体の 生成
活性を示した ｡ これ に対して ､ 1
'
S - エ ナ ンチオ マ - (1c,1d)は 1
'
R - エ ナ
ンチオ マ - (1a,1b)の 約2皆のcis- alc ohoi体の生成活性を示 した (Substrate
e n antios ele ctivity)｡ また ､ フ エ ニ ル プロ ピオ ン酸部分の立体構造もtr a ns-
alc oら.o1体の 生成括性に影響 して おり ､ 2 S- エ ナ ンチオ マ - (1a,1c)は ､ 2 氏-
エ ナ ンチオ マ - (1b,1c)の約 2倍の活性を示 した ｡ しかしながら ､ 雨具性体
のcis - alc ohol体の 生成活性には差が み られな か っ た ｡ 以上の s ubstr ate -
pr odu ct e n antio s ele ctivityは､ Fig. 25に示す定量的な摸式として 表わす こ と
がで きる ｡ Lo x opr ofenの 1
'
R - エ ナ ンチオ マ - (1a,1b)は ､ きわめ て速や
かに trans -(1
' R
,
2
'
s)- alc ohol(2a,2b)､ ヘ と遼元 され ､ 同時に生成する cis -
(lps,2's)- alc ohol(3c,3d)と の生成活性の 比率は, 蹄 10.･1で あ っ た ｡ 一 方､
対草体の 1
'
s -1o x oprofen (1c,1d)からは､ Gis - alc ohol とtr an s- alc oholがほ
ぼ同じ速度で 生成した ｡ このヱ とか ら, 1oxopr ofenの 還元反応 の バ ラ ンス は
tr a m s- alc ohol体を優先的に生成す る方向に偏っ て い るもの と推察される ｡
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2
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第2節 Lox opr ofenl
'
放不斉構造の ラ セ ミ化反応
Phe nyトs e c-butylketo n eや 2-(p- c arbo xybe n zyl)inda n o n eの よう に α 故に 不
斉構造を脅するケトン 披, 務薄な塩基 の共存に よ っ て ア キラ ルな エ ノ ー ルア ニ
オ ン中間体を介して不斉構造が ラセ ミ化す る こ とが知られ て い る ｡
8 8 ) す で
に寺田らは､ 0｡ 2N水酸化ナ トリウム/メタ ノ ー ル溶液中で1o x opT Ofe nの 各 エ ナ
ンチ オマ - の C Dス ペ ク トル(300n m)が時間の経過 に伴 っ て 低下 し ､ およそ 2
時間で消失する こ とを確認して い る ｡ 4 7 ) こ れ ま で に , α 位に 不斉構造 を有
す るケ トンの立体配位が生体系に おい て変換する こと を研究した報告は 掛られ
ない ｡ 本節で は､ 肝可溶性分画中で1o x opr ofe nの 1
'
位の不斉梼造が実際に
ラセ ミ化するか否か換討した ｡ Lo x opr ofenの (2R,1
'
R)- ある い は (2R,1' s)-
エ ナ ンチオマ - (1b,1c､ 各145FLH)を補酵素のNADPHを含まな い 反応液中で先
の代謝実験と 同じ条件でイ ン キ エ ペ - 卜した ｡ 各 エ ナ ンチオ マ - の存在比率
を1o x oprofe nの エ ナ ン チオマ - 特異的分析法 (nethod 5)により分析 した結果 ､
い ずれの エ ナ ンチオ マ - とも 1 ' 位の 不斉構造 は時間の 経過に伴 っ て配位の 変
換 (ラセミ化) が み られ ､ 2時間日ま で に約2･OXの対草体を与えた (Fig｡26)｡
一 方､ 同じ反応系で フ ユ ニ ルプ ロ ピオ ン酸部分の不斉構造に は､ 全く変化がみ
られなか っ た ｡
ラ セミ化の経路として は , 一 度 1
'
R - エ ナ ンチオ マ - が遼元されて tra JIS-
(1
'
R
,
2' s)- alcoholとな り､ 引き続い て 1
'
位 の立体配位が変換して cis -(1
'
s,
2
'
S)- alc obolを生成する 可能性も考えられ る ｡ 4雀類 のalc obol体 エ ナ ン チ
オマ - (2a,2c,3a,3c)を基質と して代謝実験と同じ反応系で検討した結果､
l ■ ■1 - 1
- ●■ - ■l l■ l ■ ■ -
alc ohol体の まま で は1 ' 位の立体配位はい ずれの 方向にも変換されない ことが
確認された ｡ 別途行な っ た予備的な検討で ､ 補酵素を添加した場合と しな い
場合の ラセ ミ化速度 には変化がみられ なか っ た ｡ した がっ て ､ 同じ浪度の エ
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エ ナ ンチオ マ - を基質と した ときの alc ohol体の 生成速度と ラ 僧 ミ化反応 の速
度その まま比較する こ とが で きる (Fig｡ 27). (2R,1
'
Rト淀 ナ ンチ 舟マ - (1b)
を基質とした と蓉の 2R- Gis -(1
'
s
9
2
℡
s)- a且c ohol(3d)の 生成速度と 1
や
R -
1' s へ の立体酎位 の転換速度がほぼ 一 致した こ と ､ また , こ の速度は ､ (2R,
1
'
sトエ ナ ンチオ マ - (近)から 2R- Gis-(1
'
s
,
2
9
s)- a且c ohol (壁)を濃売約に生
成す る速度 の およそ1/4 であ っ たヱ とか ら ､
'
ラ セ ミ化 の過程が代謝反応の sub-
sもr ate- pr odu cも e n 弧tio sele ctivityと密接に関連して い る こ とが推察された ｡
1
'
R - エ ナ ン チオ マ - を例に と っ て い えば ､ 立体配位を保時した まま遼元され
てtr a n s-(1
争R
,
2's)- alc oholを生成する 1段階過程と ､ まず1
'
位の 立体配位の
変換がゆ っ < り と起 エ リ1
'
s - エ ナ ンチオ マ - とな り､ さらに こ れ より速や か
なカル ポキル遭元反応 によ っ て cis
-(l
p
s,2
'
s)- alc oholを生む 2段 階の過程が
同時に進行して い る と貌明でき る ｡
5 6
鱒3節 遼元塾補酵素か らの水素転移反応の 立体特展性
噛乳動物 の 組織申に 広(分布す る 馳D(p)円依存性 の カル ポニ ル遭元酵素は ､
数多くの 分子健から成り ､ それぞれが内因性のホ ルモ ン から薬物の よう な外来
性ケ トンあ る い はア ル デヒ ドに至 るまで かなり広い 基質特異性を有して い る ｡
Felsもadら披 ､ カル ポ ニ ル渡元酵素を そ の基質特異性や各種阻嘗剤に対す る不
活性化の 程度を基準 と して 大きく 2 つ の s ubcla s s､ すな わち , ア ル デヒ ド遼
元酵素と ケ トン遼元酵素 ､ に分類して い る ｡
8 7) す で に述べ たよう に､ 1o x o-
pr ofe nの選元的代謝反応を主に司る芳香族ア ルデ ヒ ド - ケ トン遼元酵素は後者
に属する ｡ ア ルデヒ ド濃元酵素とケ トン遼元酵素を分類す る際の 屯う 1 つ の
手掛かり と して , 補酵素のNAD(P)肋＼ら基質 ヘ の 水素転移反応が立体特異的で
ある こ とが挙げられる ｡ NAD(P)H のdihydr opyridin e壌4位に位置する2 つ の
水素原子は立体的な環境が異な り ､ それぞれ ､ pro- R 水蒸 (A - 水素)､ pr o- S
水素 (B 一 族索) と弥され る ｡ 8 8 ) 澄元反応 を触媒す る酵素に依存 して ､
dihydr opyrid in e壌 の い ずれ か 一 方 の エ ナ ンチオ面 (sp2軌道)がカ ルポニ ル炭
素に配向する こ とか ら ､ 結果的に街移する衆寡が決定付けられる . 一 般に ､
ア ルデヒ ド濃元酵素披pr o- R水素を､ ケトン遼元酵素はpro- S水素を特異的に
転移する こと が知られて い る ｡ 8” 本筋で は ､ 1o x opr ofe nの立体選択的な代
謝機構解明の 一 環と して ､ 2個あ る水素のうち1個を立体特異的に重凍素に置
き換えた NAD(P)Hを補酵素として 用い る ことにより､ 1o x opr ofe nヘ の永素転移
反応の立体特異性を評価した｡ 換甜の原理を Fig｡ 288こ要約した ｡
pr o
- R配位が豊永素化されたNADH(4-(R)-d- NADH)披､ ethaJ1 0卜d8とNADを基質
として酵僧由来アル コ - ル脱水素酵素 (y-AB甘)で還元する こ とによ り定量的に
蘭楽した ｡ 8 9 ) また ､ D-glu c o s e- トdl共存下 ､ 馳DPをグル コ ー ス ー6- リ ン酸脱
渡来酵素 (G6PDH)によ っ て還元す ると ､ 且ihydr opyridin e環の pr o- S配位が特
- 5 7 -
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- R and pr o-S hydr oge ns of N AB(P)H, r e spe ctively･
異的に重水素化された NADPH(4-(S)-a-NADPH)を生成す る こ とがで きる ｡ 7 0)
こ れらの重水素標識 あるい は非標識のNAD(P)Hを補酵素と して ､ ラセ ミ体1o x o-
pr ofe n(100p郎を酵素的に遼元し, 生成したalc ohol体の同位体の 存在比およ
び還元括性をGC/HS法 (hethod 2)により謝定した ｡ 非標識NADHを補酵素とす
る 反応瀬か ら得られたalc ohol体に 由来す る フ ラ グメ ン トイ オ ン (孤/2; 319)と
1質量数高 い 同位体イオン(m/z 320)をモ ニ タ リン グしたときの E Iマ ス ク ロ
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耶 m e
, m t
'
門
m a s s chro m atogra m s of alcohol metabolite s afte r
in c ubatio n of ra c emic lox opr ofen(100pH)in the pre s e nc e of
(A) no nlabeled 打ADHo r(a)4-(R)- deuter ated NAD臼as c ofa cto r.
Pe aks :(1)tran s- alc ohol, (2) cia- alc ohol
Table Ⅸ Effe ct of de uter ated c ofacto r s onthe m etabolic a ctivitie s
of lox opr ofe nin r at liv er cytos ol
tr a m s- alcohol Gis - alc ohol
Cof8 CtO r
Pe ak r atio* Activit y* * peak ratio* Activity
* *
n o n- 1abeled ⅣADH
4-(氏)- d- WA DH
t- te st
0. 30 士0. 02 2. 4 7 ±0. 87 0.25 士0. 1 1.54±0. 68
0. 84 士0. 10 0. 68 士0.1 4 1. 10 士0. 7 0.42 士0.1 0
p(0. 05… 事 pく0. 05 - pく0. 05 pく0. 05
n o n- labeled 打ADP日 0. 23 士0. 02 6. 82 士1. 45 0.1 8 ±0. 01 4. 84 土1.26
4-(S)- a-NADPH 0. 23 ±0. 01 7. 15 ±1. 43 0. 18 ±0. 01 5. 00±1.3 0
t
-
test n. s . n. s n. s n. s.
* Pe ak ar e a r atio of the m as sfragm e nt ion at 帆/z 320(2
'
-de uter ated alc ohol)
to 帆/A 319(n ativ e a coh l).
榊 Total a ctivity of diaste r eo m e ric alc ohol m etabolites(n mol/30nin/喝 pr Otein).
Valu es a r e e xpr es s ed a s m ea n士S. D. of fiv edife r e nt a niTn als.
* *串 Signific a nt diffe r en ce at the risk of pr obability below5慧.
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∇ トゲラ ム 凌 Fig｡ 29Aに ､ また ､ 逢-(A)-d一 触D円を問い た反応轟から得転れ る
同様 のタ 田 マ トゲラ ム をFig｡ 29馴こ示 した ｡ 蛮族素裸繊維NÅD円夜補酵素とし
た とき のm/z 319 における ピ - ク (罪横磯 a且¢ohol体に 由来) は ､ 赤裸識 鮎D臼
を伺 い た と審 と 比べ て 明らかに小さか っ た ｡ こ れに 対して ､ 孤/盗 3望0に お 狩
る ピ - ク (2
9
1 塵水素陀alc ohol備 に由来) 凱 慶永素偲補酵素を添加した反応
系で 高い傾 向を示 した ｡ Å且c ohol体の 同位体存在比 (m/z 3且9およぴm/盗 3慧0
に おけ る ピ ー ク面聴比)ならび にtr a n s- ぬよび cis- a且c ohol体ジア ズ テ レオ ∇
- の 生成活性 をTable Ⅸ に要約した ｡ 逢-(正トd一国ADHを加 えた反応系骨 は ､ 同
位体存在比の有舷な増加と同位体効果に起因する遼元活性の低下が認め られた ｡
一 方､ 凌-(S)- a-封ADPBを禰酵素とす る反応系 では ､ 対応す る辞横磯体甜ÅDPB の
結果と差が みられなか っ た ｡ こ れらの事実は､ 遼元薮神酵素のpr o- R凍索が
優先的に lo x opr ofe nの 2
'
位カルポニ ル炭素に転移す る こ とを示唆して い る ｡
永素転移反応 の成壊だ抄からみ る と ､ 1o x oprofe n遭元酵素披ア ルデ ヒ ド遼元
酵素に帰属され る ｡ しか しなが ら､ こ の 蘇果は ウサ ギ肝の1o x opTOfe n遼元酵
素が ケ トン澄元酵素 のis o zym eの 1 つ の芳香族 ア ル デヒ ド ー ケ トン澄元酵素と
同定した田中らの葡告8 1 )と矛盾す る ｡ こ の 理由に披 ､ い く つ か が考 えられ
る ｡ 等電点電気泳動によ り部分清紫 されたある礎の ケ トン遼元酵素披 ､ da u-
n o r ubicin､ p- ni七robenza且dehydeある い は ､ 弧 1o x o n eな どの いく つ かの 外囲牲
の カルポ ニ ル偲食物に対して R - 永素特異性を示すこ とが知られ て い る｡ ワ1 )
また ､ 中山らは ､ 噂乳動物や 鳥類の ア ル デヒ ド遼元酵素はす ベ て がR - 永素特
異性であ る の に対して ､ ケ トン濠元酵素の永素特異性 抵種族や騰普に よ っ て -
俄 に断定 で き 馴 ＼こ とを報告して い る ｡ ? 2 ) さ らに ､ 今回の実数 で 捻騰製し
て い な い肝可溶性分面を酵素源として い るた め ､ 水素転移の 立体特異性が逆方
向のis o zyn eや 4放水素原子の立体配位の転換を促す ビ リ ジン ヌ ク レオチド転
移酵素が 一 緒に含まれ て い るこ とな ども ー 因と考えられ る ｡ ? i )
6 0 -
弟4節 Lo x opT Ofe n遼元酵素の 可逆的反応性
多( の カ ルポニ ル選元酵素は､ 生理学的な条件下で はケ トンか らアル コ ー ル
を生成す る機能を有す るも の の ､ p臼9 - 10の 弱ア ルカリ領域で ､ か つ ､ 基質と
なる ア ル コ - ル が高洩度で 存在す る場合に 披逆方向の 反応 (酸化反応)も触嫁
する ヱ と が報告されて い る . 2 i) 一 例 と して ､ モ ル モ ッ トの肝 に 由来す る芳
香族ア ル デヒ ド - ケトン選元酵素披､ cyclohe x a n olや17- β - hydr o xyste r oidを
良好な基質とし ､ 対応する 選元反応に甚敬する酸化措性を示す こ とが知られ て
い る ｡ ? 8) 田中らは , 1o xoprofe nから活性代謝物で 為るtT anS - alc ohol体を生
成す る経路に捻 ､ 1
9
R - エ ナ ンチオマ - がpr odu cも e n a rltio s ele ctiv eに 直接遼
元さ れる 以外に ､ 一 度生成 したcis- alc ohol体の 一 部が可逆的に酸化されて
1o x opr ofenに 戻り､ さら にtr a n s- alc ohol体 ヘ と変換す る可能性を示唆して い
る ｡
4 7 ) 本筋で は ､ こ の点を明ら かに する ため に還元代謝物から1o x opr ofen
ヘ の 酸化反応と その 立体選択性に つ い て換射した ｡
NADP(500fL郎 共存下 ､ 反応混液のpHを変えて 2種 の alc ohol体 ジア ス テ レ
オ マ - (ラセ ミ体)か ら酵素的に 生成す る1o x opr ofe nを鮎thod 1 に よ り謝定し
良(Fig｡ 30)｡ 酸化反応の 至適妄曲は､ tr a m s- alc ohol体 , Gis - alc ohol体とも
に 8｡8 -9｡1であり､ 他の カルポニ ル遼元酵素と同様の傾向を示した ｡ また ､
至適p削こおける1ox opr ofe nの 生成活性 は､ 同濃度のlox opr ofe nを基質とした と
きの それぞれのalcohol体 ヘ の遼元速度と妊ぼ 一 致して い た ｡
代謝反応の 可逆性と立体選択性との 関連を換射する月的で ､ cyclope nta n ol
部分の 立体配位が異なる 2種のtr aJIS- alc ohol体エ ナ ンチオ マ - をひ と たび ア
ル カリ領域におい て酵素的に酸化し 一 部を1o x opr ofe nに変換した ｡ 次い で同
じ反応液を遼元反応の至適条件(pH6｡2)と し ､ NADP日産生糸(G8PおよびG6PDH)
を添加して生成するalc ohol体の立体配位をEethod 3 により測定した (Fig. 31)｡
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こ の結果 ､ 帝1節で示 した実験に お い て1o x opT Ofe nか ら立体選択的に生成さ れ
た エ ナ ンチオ マ - (tr a m s-(1
'
R℡2
'
s)- alc ohol, 塾)娃 ､ 揺 とん ど生成されなか っ
た射撃体(七ran s-(1
'
s
,
2
'
Rトalc ohol, 壁)と比敬して およ そ5倍の 1o x opr ofe n
生成括性を示した ｡ 次に ､ 反応系の 嘩壌を遼元の至適 pHで為る 6｡2と し ､
G6PおよびG6PDf掩 添加して NADPH過剰とす る こ とに より ､ 生成した1o x oprofen
から再度 alc ohol体 へ と避元した ｡ 鮎thod 3 に よ りcyclope n七a n ol噂の立体
配位を分析した と こ ろ ､ 前者は大部分がぁとの基質で 為る tr a n s-(l
'
R
,
2
'
s)-
alcohol(2a)に遼元された ｡ 一 方､ 後者を基質と した系で は､ もはや元の 配
位のtr a n s- alc ohol(坐)に は戻らず ､ 振ぼ同塵の tr a ns-(1
'
R
,
2
'
sトalc ohol
(2a)と cis -(1
'
s,2
'
s)- alc ohol(壁)が生成した ｡ こ れ らの 成練も ､ 先に第1
節 で示した1o xoprofe n遼元的代謝反応の 高い pr o血ct e n a ntio s ele ctivityを
支持する もの で あ っ た ｡
- 6 3 -
寮5筋 考 察
こ れま で1o x opT Ofe nの 代謝が立体選択的で ある こ と の裏付け紘 ､ 高摺魔の
1o x opT Ofe nを投与した ラ ッ ト履か ら単健勝袈され た もT a n S- alcohol保 と食成棟
晶の2S-もr a n s- げ R,2
'
s)- a且c oho且(塗)の pT O Stag且弧 d且m生食成阻寄括性 ､ 為
る い は ､ RTPA のような シ フ ト統薬で cyc且ope nも弧 0且磯をカ ッ プリ ン グした誘導
体 の封艶R スペ ク トル が良< - 致 した こ と に よ っ て 恕 され て ′い た ｡ i 9､ 5 7 ) 本尊
で娃 ､ この ような定性的な知見をより明確 にす る 目的で ､ in vitr o肝可溶性分
画を用 い て1ox oprofe nか ら生成するalc ohol体 エ ナ ンチ 舟 マ - をタ ロ マ トゲラ
フ 的な事故によ っ て 分離定量した ｡
ラセ ミ体1o x opr ofe nの カ ルポ ニ ル基が澄元 され て生成す るalc ohol体は ､ 大
部分が もr a n s-(1
9
甲,2
'
s)- alc ohol とcis -(1
's
,2
'
s)- alc ohol であ っ た ｡ 生体
系にお狩るカル ポニ ル化合物の 選元反応が立体選択的で ある事実披 ､ 且958年に
Bat w a n nらが微生物由来の酵素によ っ て19逢-dec a且imedioneの遼元 生成物 の旋光
度や赤外吸収ス ペ クトルから碑査した こと8 5 )に蒋を発し ､ その 後噂乳動物の
濠元酵素によ っ て 動 い く つ かの換尉が なされ て きた ｡ ま8, 5 8･ 8 4･ 7 4 ) 多<の 場
合､ 優先的に生成され るalc oho は S寵放であ る (Bal 艶m -Pr elo戚Fl)｡ 対草
体で ある R配位の ア ル コ ー ルとの 生成比率は､ 基質とす るケ トン の 構造によ っ
て やや異なるが､ 肝臓の 可帝性分画を使 っ たin vitr oの 再槍成系で は ､ 少な(
とも90完成上が S配位の ア ル コ ー)レの 高いpT O血cも e n a nもio s ele cもiviもyを示し
て い る｡
5 8･ 8 4 ) 今 回の成凍は ､ 生成したtr 弧 S- aic ohol倦およびcis - alc oho且
体と も に大部分が2
9
s配位で あり , 最近報告された ウサ ギの肝可簿性分薗に
おけるa c etohe x 姐ideか ら(-)-hydro xy - a c etohe x a mideへ の還元度応の立体選択
性と良く 一 致して い た ｡ 7 4 ) Lo x oprofe mの o x o cyclope nもa ne環1
'
位の立体配
位は ､ 還元反応と並行して徐々 にラセミ促するた め に ､ この 過程が韓速となっ
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て1o x opr ofe nの 1
'
R - エ ナ ン チ オマ - と 1
'
S - エ ナ ン チオ マ - の alc ohol体生
成活性に は顕著な s ubstr ate e n a ntio s ele ctivityが観察され た ｡ また ､ 弱
ア ル カリ填 で は ､ 逆 にalc ohol体から1o x opr ofe nを酸化的に生成 した ｡ さ ら
に ､ 遼元塑禰酵素の 2個の水素原子の うち pr o- R永索が優先的に 1o x opr ofe n
の 2
'
能力ル ポニ ル炭素 ヘ 転移する こ と が明らか とな っ た ｡
一 方､ 禰酵素 (NÅDPH)の有無に かか わらず ､ 1o x opr ofe n2位の 立体配位の 転
換 (R - S) は全く み られ なか っ た｡ 一 般に ､ フ エ ニ ル プロ ピ オ ン酸系統炎
症薬の 立体棒造の不可逆的な転換反応披､ 摘出臓静聴流? 5 )や hepato cyte?8)
な ど 一 部の in vitr o実験系で は確認さ れて い る が ､ 臓寄ホモ ジネ - トや細胞
分画成分の レベ ル で はたとえ異性化反応に 関与す る ア シ ル CoA合成酵素の補酵
莱 (Coe n zy孤e A, ATP)を添加 して も全く起 こ らな い とされ て い る ｡ 7 71 7 8 ) 令
回の 結果は､ こ れら の 知見を支持する もの で あ っ た ｡ したが っ て ､ こ の点 に
つ い て は後述す る in vivo系の実験よ り明らかにする ｡
以上 の 実験成続か ら､ 生理的条件における1o x opr ofe nからalc obol体 ヘ の立
体選択的な代謝反応は ､ Fig｡ 32に示す模式に 要約され る ｡ す なわち ､ 1o x o-
pr ofe nl
'
位の不斉構造が中間体の エ ノ ー ル ア ニ オ ンを介して 可逆的に変換す
る の に伴 っ て ､ oXo cyclope nta n e壌の r e- エ ナ ンチオ面に 配向した選元塾補酵
素のpr o- R水素が優先的に 2
'
位の カル ポ ニ)i,炭素に付加す る ｡ こ の結果､
4種類ある 1o x opr ofe nエ ナ ン チオ マ - の い ずれもが 2種類の alc ohol体 エ ナ
ン チオ マ - , す なわ ち ､ tr a m s-(1
'
R
,
2
'
s)- alc oholと cis-(1's,2's)- alc ohol
ヘ ときわめ て選択的に還元される ｡ しか しながら ､ 一 連の 平衡 は , tr an s-
alc obol体を生成する方向に大きく偏っ て い る ｡ 一 方､ 実際の生体内で はフ ェ
ニ ル プロ ピオ ン酸部分の立体配位もR - S ヘ と不可逆的に異性化す るこ とから
3 7 )
､ 結果的に薬理作用の面で は最も好まし い エ ナ ン チオ マ - ､ 2S-tr am s-
(1'R,2's)- alc ohol(塾) が主 に生成する もの と結論で きる｡
6 6
実 験
1 ｡ 実験材料および試薬
遼元整および酸化塾 pyTidine nucleotide (鮎DP臥 ⅣADH､ NADPおよび馳D､
い ずれもβ塾)､ D- glucos e- トdl､ etha noトd6､ 5
'
- ade n o sin etTipho sph亀te
dis odium s alt (ÅTP)およぴglu c o s e-6- pho sphate (G6P)は ､ い ずれも シグマ よ
り購入 した ｡ 酵僅由来ア ル コ ー ル脱水素酵素 (y-AD臥 EC l｡1.1｡ 1), グル コ
ー ス 6リ ン酸脱永素酵素 (G6PD臥 ECl｡ 1｡1. 42)および hex okinas e(EC 1. 7｡
1.1)は , ベ - リ ンガ - マ ン ハイ ム社の 標準酵素を招い た ｡ ラ ッ ト肝可洛性分
画は ､ 帯 1章実験 の部の手順に より調製 した ｡ その 他の 試薬は ､ 市販の特級
品 ( 和光純薬､ 東京化成) を用い た ｡
2 ｡ 重水素化補酵素の 粛製
旦-(R)- a- NADHは､ β 一 触D(2｡ 4FLm Ol)､ y- ADfl(40単位)およぴ､ etha n oトd8
(300jLm Ol)を含む全量3ml の反応混液 (10m姓 トリス 一 塩酸緩衝液 ､ pR 8｡8)杏
室温で 反応し調教した ｡ 8 9) 340n mにおける吸光度 は､ 反応開始後 15分で ほ
ぼ 一 定となり ､ およ そ2.16FLm Ol相当の豊永素化ⅣAD肋†生成した ｡ 100mHトリ
ズ ー塩酸嬢衝液 (pH8.8)で平衡化したDEAE-Sepha s elカラ ム(1.9×15c m､ フ ァ
ルマ シア)に反応液全量を負荷 し精製した ｡ 4-(R)-d- 甘AD耶ま､ 200mE塩化ナ ト
リウムを含む固じ緩衝液によ っ て釣20 - 30山 に溶出した ｡
4-(S)-d- NADPHは､ β -NADP(5｡OfLmOl)､ ATP(17iL m Ol)､ 塩化 マ グネシ ウム
(20iLm Ol), he x okin a s e(4単位)､ G6PDH(2単位)およぴ ､ D-glu c o s e- トdl
(5｡OiLn Ol)を含む全量3mlの反応混液(100m比 トリス 一 塩酸緩衝液､ pH7.5)を室
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温で反応し潮激した ｡ ? O) 反応開始後20分で およ骨度｡ 8紬 m ol相当の慶永索偲
鮎DP肋音盤成した ｡ 旦-(S)- a- NADPHは ､ 止記 と同じカ ラ ム免停で釣60 - 70mlに
溶出した ｡
3 ｡ ‡n viも訂0遭元酵素活性の 謝定 一 1 ( 鱒且筋)
Lo x opr ofe nの代謝 の 由bsもT aもe - pT Odu c七 e n a nもio s ele cもivityの観謝に招い た
標準的な反応混液を以下に示す ｡
Lox opr ofenお よぴ エ ナ ンチオ マ - [1亀 - 且d] 37- 1000p渡
雷ÅD 柑 500p捜
20%ラ ッ ト肝可溶性分画 500p且
100Ⅰ戚 カ リ ウムリ ン敏捷衝液 (pH 6｡ 2) 全 盈 3｡0 弧1
基質と 鮎E)用 を含む反応混液を反応バイ ア ル(急Oml) 申で5分間プ レイ ン 尊 エ ペ
- 卜した ｡ こ れに ､ 肝可溶性分画を加え て反応を開始した ｡ 好気的な条件
下 で37
o
C､ 3O分間イ ンキ エ ペ - 卜した後､ 甜塩酸(500fLl)を加え反応を停止
した ｡ 反応渡波を遠心分懸 (1300×gで10分)して得 られた 上漕中の alc ohol
体を､ 前章で述べ た エ ナンチオマ - 特異的分析法 (触thod 3)により謝定した ｡
蛋白浪度披､ ウシ血清アル ブミ ンを標準と してLo w ry法?9)により求めた ｡ 酵
素活性は, 可浄性分面の蛋白1喝当たり30身の 反応時間で生成す るalcohol体の
絶対量 (n n ol)と して表わ した ｡
4 ｡ In vitr oラ セミ化速度の謝定 ( 第2節)
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Lo x opr ofe nの遼元的代謝反応を抑御す る目的で ､ 前祝の還元酵素活性の測定
に伺い た反応轟から鮎DPHを除い た以下 の 組成を招い た ｡
(2R,1
9
R)- および(2R,1
争
s)-1o x opT Ofen 145jL盟
20%ラ ッ ト肝可韓性分画 500ill
100mn カリ ウム リ ン酸経衝液 (pH 6｡ 2) 全 量 3｡O ml
基質を含む反応混液を5分間プ レイ ン卑 エ ペ - 卜した後､ 肝可溶性分画を添
加して 反応を開始した ｡ 好気的な条件下で37
o
C でイ ン 卑 エ ペ ー 卜 し､ 2時間
まで の 適時反応混液の 一 部(200FLl)を採取した ｡ こ れを速や かに酢酸巌衝
演(p日 度｡0､ 1ml)と混和し ､ 固相抽出法によ っ て 処理 した ｡ Lo x oprofe nの エ
ナ ン チオ マ … は, エ ナ ン チオ マ 一 時泉的分析法 (鮎もhod 5)によ り謝定した ｡
反応開始直前の検体を分析する こ とに より ､ ラセ ミ化反応は抽出操作中には 全
く起こ らな い こ とを確認した ｡ AIc ohol体エ ナ ン チオ マ - (2a,2c,3a,3c)の ラ
セミ化の 有無の換討に は, 先の 代謝実験と同じ反応系を用い た ｡
5 . Ⅰム vitr o遼元酵素括性の測定 - 2 ( 第3節)
遭元塾補酵素から1ox opr ofen へ の水素転移反応 の放射に伺い た反応混液を以
下に示す ｡
Lo x opr ofe n(ラセ ミ体)
非棟論およぴ重水素標識 馳D(P)”
20Xラ ッ ト肝可溶性分画
10mR カリ ウムリ ン酸鮭衝液 (p日6｡2)
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100iL光
100 it雌
500 pl
全 量 3.0 ml
反応操作は ､ 上述 のs ubstr ate- pr odu ct e n antio s ele ctivityの 検討と同じ手
順で 行な っ た ｡ 生成したalc ohol体は ､ GC/HS に よ るジア ズ テ レオ マ 一 分析法
(Method 2) によ り 謝定した ｡
6｡ In vitr･o遼元酵素活性の測定 - 3 ( 帝4節)
AIc ohol体から1o x oprofe nへ の酸化的代謝反応 の娩鮒に 伺い た標準的な反応
混液を以下に示す ｡
tr am s- alc ohol体エ ナ ン チオマ - [2a､ 2c] 100fL撹
虻ADP 500 jL放
20%ラ ッ ト肝可溶性分画 500ill
lOOl此 トリ ス 一 塩酸緩衝液 (pt1 9｡ 1) 全 量 3.0 ml
反応操作は ､ 上述 のs ubstr ate- pr odu ct e n a ntio s ele ctivityの検討と 同じ手
順で行な っ た ｡ 37
o
C､ 30分間イ ン キ エ ペ - 卜した後 ､ 反応液の 一 部(1｡ O ml)
を別の試験管に 分取し2Ⅳ塩酸(500〝1)を加え反応を停止 した ｡ 反応液中の
1o x opr ofe nお よびalc ohol体 ジア ス テ レオ マ - は風ethod lによ り測定した .
残 りの 反応液 に ､ 500mHカリ ウムリ ン酸鍵衝液 (p日 6.2)を500jLl､ G6P(250
FLm Ol)およびG6PDH(4単位)を添加しさ らに30分間イ ンキ エ ペ - トした｡ 最終
反応液中の1o x opr ofe nはHethodl､ alc ohol体 エ ナ ンチオ マ - は Hethod 3 によ
り測定した ｡
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那章節触覚蒐基質､ 略鮎tho組もe氾0Ⅹ拡0鵬cetophenone
(孤 -ketone)による紬ボニル翫酵素の立体選鵬a)評価
前章で明らかとな っ たように ､ 1o x opr ofe nの還元的代謝反応が複雑恕立体選
択性を示 した こ と披 ､ 1o x oprofe n自体が 2 つ の不斉炭素を有す る 逢 つ の エ ナ ン
チオ マ - の ラセミ体 で ある こと に起因して い た ｡ も との分子内に不斉梼造 を
持た ない カルポ ニ ル化合物で あれ ば､ 酵素的な遭元に よ っ て 生成す る ア ル コ ー
ル体の エ ナ ンチオ マ 一 存在比､ す なわ ち､ pr odu ct e n 弧tio s electivityだけを
議給すれ ば十分で ある ｡ そこ で ､ 1o x opr Qfe n遼元酵素をは じめ とする カルポ
ニ ル遭元酵素の立体選択性を容易に か つ 高感度で評価す るた めの モ デル基質と
して ､ い く つ かの非対称カ ルポニ ル化合物を検索した ｡ そ の緒果､ 新たに合
成した発蛍光性基質､ 旦-(6-Eetho xy- 2- be nzoxazolyl)- a c etophe n o ne(HBOX-
keto n e､ 旦) は ､ in vitr o系で の 遼元特性および生成す る ア ル コ
ー ル体 エ ナ ン
チオ マ - (粧BOX- alc ohol､ 5a,5b)の光学活性HPLCカ ラム による分解性が優れて
い る こ とが判明した ｡ (Fig｡ 33)
本章で は , ラ ッ トおよび ウサ ギの主賓臓常を酵素源 として ､ ABOX- keto n eの
酵素化学的な特性を評価した ｡ また ､ 親BOX-keton eと1o x opr ofe nの遼元特性
の 比較を行な っ た ｡
コ/
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＼
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鱒且節 弧0Ⅹ- 奴eもo n eぬよぴ還元代謝物 (甑0Ⅹ- a且c oho且) の食成
且 - 1 合成経絡と分光学的性質
Phe野且ben zo x a z oleの 一 般的な合成法と して は､ ① o- a min ophe n o且とbenz -
aldehydeを エ タノ ー ]E,中で渡波して シ ッ プ 塩基をとし恵 の ち ､ 四境偲廃寮申管
四酢酸紛争 国-iodo s Ⅶc cinimideの ような酸偲剤の 共存下 で閉磯す る 2 エ寝食成
故､ 8 0･ 8 1 '② エ ー テ ル 申 benzo nitril如こ塩偲永素ガス を反応して 得られる
be n zimidate櫨酸塩 を o -a Blin ophe nolと カ ッ プリ ン グす る方絵 ､ 8 2 )③ビリジ ン
申でo- aminophe n o且と酸塩化物を給食す る ユエ程法な どが 掛 ､られて い る ｡ 8 2)
今 臥 こ れ らの 合成汝の 申で操作性 と反応収革が良好で 為 っ た ②に より狐0Ⅹ-
keto n eを合成した ｡ すなわち ､ p- cy弧 Obe n z ophe n o n eと 望- a3nin o- 5- n etho xy-
phe n olを出発尿料として ､ 7銭の収革で 船 艦 -keto n eを得た ｡ 避元生成物 の
Table X Flu o r e s c e nc eprope rtie s of phe nylbe n2:0 Ⅹa ヱOle d¢riv aもiv e s
fo rthe a ss ay of n a m n alian c atbo nyl r edu cta s e a ctivity
Co mpotlnd Solv ent Flu o r e s c e n c e n a xinlm(n n) ◎ s*
e X｡ ¢m .
Åc eto nitrile
選BOX- keto n e 瓦tha n o1
n - He x a n e
¥ate r
335
338
339
335
448
482
44 5
521
0. 12
0. 2了
0. 028
0. 舶0
Ac eto nitTile
逝BOX- alcohoI Ethanol
n - He x a n e
闇ate r
315
318
319
312
378
377
357
39i
0. 73
0｡ 75
0. 38
0. 58
* F hlO r e S C e n C eqlla nttlmyield dete rmin ed by 0. 25fL漫 q11inine
st11 fate in 0. 1N 討2SO.I a Sthe sta nda rd(◎ f=0. 7 0).
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ラセ ミ体 佃BOX- alcoho且)は ､ メ タ} - ル 申1/4モ ル畳の sodiu mbo r onhydride
(NaBH4)によ っ て斑BOX一 汝eto neを澄元して定盈的に得られた ｡ こ れら2 つ の 鶴
巻体の各種有機洛妹中で の 蛍光特性をTable X に示した o ベ ン ゼ ン環4
!位
に電子供与性の caTbin ol基を導入 した甑0Ⅹ- alc ohoi紘､ 艶BOX- keもo n eの 3 - 1逢
倍の絶対蛍光収率(¢∫) を示し ､ 励起と蛍光波長の 極大値はともに佐波長側 ヘ
シ フ トした ｡
1 - 2 漁BOX- alc oholの光学分潮
選BOX- alc oholエ ナ ンチオ マ - の 合成棟晶を得るため に､ MBOX- alc oholの 光学
分割を行な っ た . Lo x opr ofe nの 遼元代謝物 エ ナ ン チオマ - の分離分析に用い
た CÅ班Pによ っ て ､ ラセ ミ体 放BOX- alcoholを 2磯類の ジアス テ レオ エ ス テ)i, ヘ
と導い た ｡ メタノ ー ル 中で両者の溶解度が異なる こ と を利用して 光学分割 し
た ｡
8う) 旋光度および C Dス ペ ク トル を測定した結果､ a-(＋)- alcohol (5a)
の ジア ズ テ レオ マ - が優先して 結晶化し ､ 偲液中に S- ト)- alc ohol(5b)の ジ
ア ズ テ レオ マ - が残留して い た B 再鹿島を それぞれ 6回ずつ 繰り返す こ とに
よ っ て ､ 2 つ の ジア ス テ レオマ ー は､ gg｡1% 以上 の光学純度に まで分封された ｡
対応する エ ナ ンチオマ - は ､ ジア ス テ レオ マ 一 緒晶をア ルカリ牲メタ} - ル 申
で加永分解する こ とに よ っ て得た ｡ 光学分割の操作による各エ ナ ンチオマ -
の 回収率 は､ 少なくとも21% 以上 で あ っ た ｡
- 7 3 -
舞2節 蛍光H P LC によ る 耶0Ⅹ- alc oholエ ナ ン チオ マ - の分離分析
Table X に示 したよう に ､ HBOX-ketoneと丑柑0Ⅹ- alcohol の蛍光特性が大きく
異なる こ とから ､ 蛍光計の セ)i,内で規BO文一 keto n eを酵素的に遼元し ､ 生成し て
くる艮BOX- alc ohol の蛍光強度の増加を経時的に娩出す る こ と によ り避元括性が
測定で きる ｡ こ の 方法は , 謝定感度の 向上疲期待で きるも の の , 従来から酸
化 -遼元酵素 の研究 で繁周され て きた封AD(P)日の吸光度変化か ら活性を求め る こ
と と原理的に は変わらな い ｡ 遼元酵素の 立体選択性を評価する ため ､ 生成 し
た卑 ラ)L'ア)t' コ ー ル 体の エ ナ ンチオ マ - 比率 をさ まぎまなクロ マ トゲラ フ を手
段と して分離した研究が い くつ か報告されて い れる ｡ 3 1･ 5 8･ 84 ･ 84) こ れらは ､
前章で 述べ た1o x opr ofen の alc obol体 エ ナ ンチ オ マ - の分析と 同様 , 適当な光
学活性試薬で ジ ア ス テ レオ マ - ヘ 誘導体化 した後 ､ ア 卑 ラル な固定相 のHPLCあ
る い は GLCカラ ム で分離 して い る ｡ したが っ て ､ エ ナ ンチオ マ 一 転の 反応性
や換作中の ラセ ミ化に 注意を払う必要が あ っ た ｡ Lo x opr ofe nの 4 つ の 光学異
性体が ､ キラ ル なセ ル ロ ー ス 誘導体を担体とす るカラ ム によ っ て誘導体化する
こ となく直接分離され たこ と(Rethod 5)を踏まえ て ､ 艮BOX- alc ohol のエ ナ ンチ
オマ - も キラ ル 固定相HPLC カラムによっ て 分離す る こ とを目指した ｡ 現在国
内で市販さ れて い る数種の光学活性カラ ム を検討した と ころ ､ 2級 ア ル コ ー ル
基がキラ ル 中心 に直結する ラセミ化合物の 分離に適して いる誘導体化セ ル ロ ー
ス カラ ム(Cbir alc elOD)5 0 )を順相モ ー ドで用 い る こ とが有効で あ っ た ｡ 化
学的な遼元によ り得られた且BO文一 alc ohol の ラセミ体は ､ 等しい 両横の 2本の ピ
ー クとして 完全分離さ れた ｡ (Fig. 34A) 後述するC D スペ クトル より各ピ ー
クを帰属した と こ ろ ､ 保持時間が短い エ ナ ンチオ マ - (tR - 12.2分)が S-(-)-
alc ohol､ 長 い エ ナ ンチオ マ - (tR - 13.6分)が R-(＋)- alc oholに相当して いた ｡
同じ分析条件 で ､ 基質の放BOX- keto n eと内部標準物質の3- a c etyト7- dim ethyト
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Fig･34 En antiospecific liquidchroJnatOgr am SObtain ed fro m r abbit tiss u es.
Eey :(A)Live r cyto s ol spiked a uthe ntic HBO‡- keto n e and its ale.hoュ
(B)Rea ctio n mixtu re with
(C)Rea ctio n mixtu re with
(D)Bla nk liv e r cytos oI
Pe aks :(1)EBOX- keton e,
(3)氏-(＋)-EBO‡- alcohol,
r abbit kidn ey cyto s ol
rabbitlive rcytos ol
(2)a-(-)- HBOX- alc ohol,
(4)Inte rn al standard
a min o c o u m a rinは､ それぞれ ､ 9｡5分と19.2分に溶出した ｡ ウサ ギ肝可溶性分
画を含む反応液から抽出したときの斑BOX- alc oholエ ナ ン チオ マ - の検量線は､
い ずれも反応バイア ル 当た り 0.2 - 50 n m ol( 注入量当たり､ 1- 250pm olに楯
当) の範 囲で原点を通る直線を示した ｡ 一 定量の HBOX- alc ohol(20 n mol/
バイア ル) を添加した in vitr oの 反応混液か ら酢酸 エ チル によっ て液相抽出
し上記の 条件で分離分析したとき , 各 エ ナ ンチオ マ - 謝定借 の変動係数は最大
で5.2Ⅹ以内で あ っ た｡ また ､ 検出限界は注入当た り20 fm ol(S/Ⅳ=3)であり､
従来の方法と比較して 高感度な活性測定が可能で あるものと思われる｡
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鱒8節 凝BOX一 敗鈍 o meの 酵素偲学的諸性質
3 - l ウサ ギ肝可溶性分画による還元的す℃謝活性
鮎0Ⅹ-駄eもo m e(50〆郎 劉はDP田存在下 ､ ウサギ肝可溶性分画に よ っ て酵素的に
選元した と蓉 の 丑岱0Ⅹ- alc oho且の 生成盈 を経時的に測定した ｡ (Fig｡ 35)
斑BOX- alc oholは ､ 30分まで 旺ぼ時間と比例的転生成した ｡ 各時点におむ､て 商
い 比率 ( 蹄9:且)で生成した保持時間の 短 い ピ ー クを ､
'
セ ミミク ロ な ス ケ - ]レ
で分散 ､ C鯛P によ り誘導体化した のち C Dス ペク トル(Fig｡ 36)を沸定した ｡
酵素的な遭元に より生成した 渡BOX- alc ohol のジア ズ テ レ 舟エ ス テ ル 披 ､ 望20n m
付近に極大を屯 つ 負の コ ッ トン効果を示した ｡ 棟琴曲の S e c- 1-phen eもhyト
alc oholエ ナ ンチ 舟 マ - の C Dス ペ ク トル との 比故に より ､ 渡BOX- alc ohol の絶
対配位はS配位で あ る こ とが 明らか とな っ た ｡ 反応液 のpBを5 - 8の範囲で変
m mo名/mg pFOせ恩義m
d
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霞10 0
0
恥
■ 山i■q
O
J≡
o
o
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■血 ■
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Fig.35 Betabolic fo r 阻tidn of S-(-)- (㊨) aJld R
-(＋)- (○) 狐0Ⅹ- alc ohol
by in c ubatio n of EBO文
一keton e(500FL釦. Each point is e xpr e ss ed a s
mean of fo urdiffe ren七 anim als.
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化した時の遼元活性を Fig｡ 3 7に示した ｡ 灘BOX- keton e遼元反応の 至適pH紘
6｡ 2で あ っ た ｡ また ､ pHの変･化によ っ て活性 は変動したもの の ､ 生成した放BOX-
alc ohol のエ ナ ン チオ マ - 比率は 一 定で あ り ､ Pr elu skyらが pT Opiophenoneで
換射した胎果と よく対応 して い た ｡ 8 4 ) 各 エ ナ ン チオ マ 一 に つ い て のe n zym e
kin etic sの 成凍をTable XI に示 した ｡ S-(-)- 鮎0Ⅹ- alc ohol は､ 対寧体の8倍
の最大生成速度 (Vm a x)を示 したが ､ 両者 の み 加ナの 鮎chaelis定数 (Em) に は
有意恕速い が みられ なか っ た ｡ 耶0Ⅹ- keto n eは ､ モ デル基質と して よ(使わ
れ て い る p - nitro a c etophe non eと比べ て活性自体 は低 い もの の ､ 遼元酵素に対
する親和性は20倍近< 高い こ と が明らかとな っ た ｡ 生成物の艶BOX- alc ohol の
絶対蛍光収率が高い こ とか ら､ 従来の モ デル 基質よ り も低 い 浪度で 十分に高感
度な酵素活性の 漸定が可能とな っ た｡
Table X I Kin etic
cyto s ol
pr ope rtie s of carbonyl r edu ctas esin r abbit liv e r
again st H BO‡
- keto n e a nd p
- nitr o ac etophe no n e
Substr ate Analyte Em Vm a x
fL且 n m ol/min/n& pr otein
班BOX- Eeto n e
a-(-)- alc oho1 8. 9 士 1. 8' 2. 08 士 0. 41
'
R-(＋)- alc ohol 1 0. 3 ± 2. 0 0.272 ± 0. 95
p
- nitr o a c etophe n one NADPr1 191 ± 37 56･9 ± 8･ 3
* valu e s a r e expr es s ed a s m e a n士S.D. of fo u rdiffe r e nt animals･
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3 - 2 カ ルポニ ル選元活性の臓単､ 鍵族間分布と立体選択性
ラ ッ トおよぴ ウサ ギの組織申に広<分布する 馳DPH依存性カル ポ ニ ル避元酵
素括性を選BO‡- keto n eによ り換謝した ｡ (Table X Ⅱ) 酵素活性と pr odu ct
enantio s ele ctivityに は大きな種差と臓単身布の 差が みられ ､ 肺臓を除い て ウ
サギの括隆 はラ ッ ト の 約10倍高 い傾向がみられた ｡ 今回放射した臆常 の 申で
披肝臓が最も高い活性を示 したが ､ 小腸粘膜にも これに四散する高い遼元治性
が分布して い た . 規BOX- alc ohol のエ ナ ンチオ マ - 比率は､ 多くの臓肯で S 一
体が多か っ たの に対して ､ ウサギ腎臓由来 の可溶性分画だけが81諾の R 一 体を生
成して お り ､ Ba uTna m- Prelog則 8 5 )から矛盾する結果を与えた ｡ (Fig. 34B)
Table ‡Ⅱ Spe cie s a nd tis stledis ributio nsof 舶DPH- depe nde nt c a rbo nyl
redu cta s e a ctivity a nd their pr odu ct e nantio s ele ctivity
En zym e s o u r c e Activity Ena ntio s ele cもivity
＋
n m ol/机in/mg protein S-(-)/ R-(＋)
Rabbit Live r
Eidn ey
Lu ng
G｡Ⅰ. m u c os a
2.15 士 0.5 6…
1｡12 士 0. 08
0. 46 ± 0.10
2.09 士 0. 44
gO/1 0
39/61
gl/ 9
93/ 7
Rat I.iv e r
Xidn ey
Ll噂g
G.I. m u c o s a
0.23 士 0｡2 0
0. 073 士 0. 0 4
0｡22 ± 0｡1 8
0.28± 0.3 2
83/17
78/22
73/2 7
78/22
* Relativ epe ak a r ea of S
-(-)- e n a ntiom erto that.of R
-(＋)- erla ntio m er.
** Valu es a r ee耳pre S S ed as me a n土S. D. of fo u rdiffe re nt a nimals.
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3 - 3 Lo x opTOEe m選元特性と の 比駿
施BOX- 故紙 o n e披 ､ 鱒遼的に 教 てp- miもT O a C eもophe n o n eと同様サ トン遼元酵素の
良い 基質となる と推定 され る ｡ しかしなが ら､ カ]レポニ ル還元酵素の分子多
様性を考え る と ､ 遜ず し亀且o x opT Ofe nの選元括性を反映する か どうか は明らか
で な い ｡ そ ヱ で ､ 丑鴫OX- keto n eの検尉に伺 い た ウサ ギおよぴ ラ ッ トの 8礎鞠
の騰蕃の可溶性潜函を酵素源と して ､ io x op;ofe nを基質と した と きの選元括蝕
を湘定した ｡ 各試料申の 鮎0Ⅹ- keto n eと1o x oprofen遼元活性a)相関性凌 ぎig匂
38に示した ｡ ウサ ギの 小腸粘膜 にお けるABOX- keto n eの還元括性は ､ 1ox o-
profe nの約3倍程高か っ たも の の ､ そ の他のj政単 にお ける両者の 活性披よ<楯
n m ¢A/ m毒内′mgIPr鵡 e毒m
3
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Fig.38 Co mfR ris on of 仇 rboByl redtlCta S e a ctivity in tna m na
lin tiss u es
betw ee nEBOX-keton e(abs ciss a) aJld lo xpr ofe n(o rdinate) a s s ubsもrate･
Ea ch point is expre ss ed a s n e 弧士S･D･ of fo urdiffer e nt a Bi弧1s.
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閲した ｡ (r=0. 935) 避元活性由体は ､ 1o x opr ofe nの 娃うが2 - 3静粛い傾向を
ウサギ肝可静性分画を伺 い た ときの 両者の 補酵素要求性を Fig｡ 39示 した ｡
開演魔の 馳DH系の お よそ3 - 10倍高く ､ こ れは多くの ケト ン澄元酵素と共通の
傾向で あ っ た ｡ 即 ) Fig｡ 37に示したよう に ､ ウサ ギ肝における 弧0Ⅹ-ketone
の至遠戚は6｡ 2 であり ､ す で に 田中らが清製酵素を声酌､て検討した1o x opTOfen
および p- nitr o a c etophe n oneの 値と 一 致 して い た ｡ 8 1 ) これ ら 一 連の実験線
暴か ら見る限り ､ p- niもTO a C etOPhe n o n eを食め て 3フ の基質の遼元的代謝反応
には ､ ケ トン遼元酵素の なかで 屯かな り共通した分子種が関与して い る こ とが
示唆された o
Acせ5v軸 , m m o邑/ m量m / m9 P和 他 門
5 1¢ 15
Lo x叩 柑fe m
弼BO X- 紘eせo m e
欝
酔- m毒せr o a c e紬pね℡m o 門e
N A D 野M
N A D 弼
細魚D P M
N A D M
悶A D 野M
N A D M
Fig.39 Cofa ctor r equir em e nt of rabbit liv e r carbonyl redu cta s e.
Ra ch bar is e xpr essed a s m ean士S. D. of thre e or four ani阻1s.
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弟4節 ウサギにお け る斑BO文一 keto n eのin vivo体内動態
前祝で ウサ ギの 腎臓に 捌ナる放BOX- keto n eの e n a ntio s ele ctivityは ､ 他の 種
族や膿串 と大きく異なり R- alc oholが高い 比率で生成さ れた ヱ とか ら､ 雄BOX-
keto n eを静注(0｡5mg/kg)した と きの 捜BOX- alc oholの 血中動態に つ い て換射し
た ｡ (Fig｡ 逢0) 逝BOX- alc ohol のエ ナ ン チ舟マ - はい ずれも投与後遺や か に血
中に 出現し , 以後 2相性の減衰を示 した ｡ S∴(-)∴ alcoholの 血襲 中波度下面
横 (Au°)披 ､ R-(＋トalc oholの およ そ12倍 であり ､ 肝可蒋性分画にお けるin
vitr o実験系で み られ たen a ntio s ele ctivityとほぼ 一 致 して い た ｡ 一 方､ 生
物学的半減期(t1 / 2)は ､ S-(-)- alc oholが0. 79 ±0｡ 20時間, R-(＋)- alc oholが
0. 64 ±0. 40時間で有意な差 はみ られなか っ た ｡ 今回､ 郎0Ⅹ- alc oholの 尿中排
推に つ い て は検討して い な い が ､ 少なくと も腎に 局在す る カルポ ニ ル遼元酵素
披in viv oに おけ る体内動態を左右す る ほ ど寄与して い な い もの と思われ た ｡
ng/mⅠ
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t
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q
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Fig. 40 Pla s mlev els ofS
- ト)- (㊨) aJld R-(＋)- (○) 脈0Ⅹ- alc ohol afte r
anintra v en o u sinje ctio n of光BO‡-ketone(0.5mg/kg)to rabbits.
ぬcb point is expre ss ed a s m e 弧±S. D. of thr e ediffe r e nt animals.
- 8 2 -
第 5節 考 察
Phenylbenzox azoleを基本骨格とする偲食物娃､ その 6位､ 7位､ あるい 娃 ､
4
'
故に 電子供与性の 官能基を導入す る こ とに よ っ て ､ 蛍光強度が増大す る こ
とが知られ て い る ｡ 4 1 ) こ の特性を利摺した い く つ か のphe nylbe n zo x azole酵
導体 は､ 生体試料申の 微量成分を分析するの ため の蛍光ラ ベ ル化試薬として 報
告されて い る｡ 8 5･ 8 8 ) 今 臥 一 連の 曲enyiben zo x azole誘導体の 蛍光特性を
検討す る過程で ､ 逢
'故に磯子吸引性のa c etyl基をも つ 非対称樵逓の カル ポ ニ
ル化合物､ 郎0文一 keto n e(隻)は自らの蛍光披覇酌 嶋 の の ､ 選元体の EBOX- alc o-
hol(5)は4
'
位が電子供与性の c a rbin ol基 となる こ と から蛍光収革が著明に増
加す る こ と を見い 出した ｡ 本章で 披､ 且o x opr ofe nの遭元的代謝反応で みられ
た立体選択性をより簡便に評価す るた めに ､ 優れた蛍光特性を有す るモ デル基
質, HBO文一keto neの合成方法およぴそ の酵素化学的な特性 を明らかにした ｡
捜BOX- a且c oholは､ 光学括性なセ ル ロ ー ス誘導体を固定将するHPLCカ ラム によ り
2 つ の エ ナ ン チオ マ 一 に完全分離 された ｡ ウサ ギとラ ッ トの臓尊から調製
した 可溶性分画により甑OX- keto n eを酵素的に遼元す る と ､ ウサギの腎臓以外
娃 S-(-)- alc oholを優党的に生成した ｡ こ れは ､ ラ ッ ト肝で認め られ良
lo x opr ofe nの立体選択性と 同様 Bau 阻 n n- Pr elog尉 8 5)によ<符号して い た｡
ウサ ギの 腎臓だ けがこ の 一 般則か らか け離れて い た理由として ､ こ の駁織の カ
野
ルポ ニ ル還元酵素は ､ い く つ か の分子種の うち enantio s ele ctivityが 質的に
異なるiso zym eか らなること が考えられ る ｡ 灘BOX- keto n eの ウサギ肝ヘ の親和
性娃 , p- nitr oa c etophe noneの お よそ20倍高く ､ カ ルポ ニ ル遼元酵素の研究 ヘ
広く応用で きる ことが期待された ｡ また ､ 脇0Ⅹ- ketoneと1o x opr ofe nの貴元 .
活性 は､ 魔界分布性 ､ 至適pHおよぴ補酵素要求性ともに良く対応 しており,
1ox opr ofe n遼元酵素の 磯碑の解明にも十分応用で きる ことが示唆された ｡
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実 験
1 ｡ 実験材料お よぴ試薬
内部梼革物質の 3- a c醜y卜7- dim eもhyla 孤in o c ou 弧Tinは ､ 唾- dim ethy且a mim o-
s alicylaldehydeと ethyl a c eもo a c eta七eからEno e v e n agel縮合に よ っ て 合成 し
た ｡
8 7.88 〉 日本由色種雄性 ウサ ギ ( 体重2｡ 逢 - 2｡
■
8kg)およぴ ウイ ス 歩 - 今道
糸稔雄ラ ッ ト (体重210- 220g)紘 , 実験前16時間絶食した の ち使博した ｡ 帝
1草案敬の部で述べ た手俄により ､ 肝臓 , 腎臓 ､ 肺臓および小腸 の 粘膜鮭漁を
速やか に摘出し ､ 逢倍量の5伽箆リン酸鮭衝液 (pf1 7｡ 旦)を加えて卒モ ジネ - トを
調製した ｡ それ ぞれ の威容 の可溶性分画は ､ 10500O Xgに て60分間遮心身撤
して 得た ｡ ･ 丑蛤OE- alc ob.o1エ ナ ンチオ マ - の絶対配位の 決定には ､ 況-(十)- およ
ぴS-(- トs e c- トphe n et
.
hyl alc ohol(} - ス ラ ボ) を標準と して 郁 ､藍 ｡ そ
の他の試薬 臥 市販の特級品( 和光純薬､ 東京化成)を招 い 盈 ｡
2 ｡ 装 置
旋光度紘2旦3型旋光計 (パ ー 専 ン エ ル マ)､ CI) スベ タト)i,娃 J- 500C塑円ニ
色性分光光度計 (日本分党)により謝定した ｡ 蛍光ス ペ クトル 娃 RF-540塑蛍
光分光光度計 (島津)に より謝定し､ 硫酸卑 ニ ー ネを標準として絶対蛍光収率
(¢f)を求め た ｡ 8 9 )
3 ｡ 逢-(6- m etho Ey- 2-be nzo 玉 眼 01yl)a c etophen o n e(鮎0Ⅹ-keto n e)の合成
500mlの エ ー テ ルに溶解し
'
F= p- cy弧 O a C etOPhe n o n e(i5g)に ､ 逢
o
Cで6時間塩
- 8 逢 -
4ヒ凍索ガス をバ ブリ ン グし て4- a c etylbe 皿Zimidate塩酸塩 を得た ｡ 2- nitr o-
5- m etho xyphe n ol の波蝕濃元によっ て得た2- a min o-5- m et,ho xy phe n ol(5｡5g)9 O )
を 200mlの メタノ ー ル に溶解し ､ 4- a c eもylbe n zimidate (8. 鶴)とともに60
o
C で
逢時間凍押した ｡ 反応溶媒を留志 した の ち ､ エ タノ ー ル に よ り再結晶して機
黄色 の針状晶 (8. 紬)を得た ｡ 収率 76%9 m｡ p｡ 167
o
C,
1B一 対盟R(in chlorofo r m-
d) 6:2｡ 68(3H,s,CH3 -CO-), 3｡ 89(3軌s,CH30-), 6｡ 9-8｡ 旦(7札m, aro m atic).
4 ｡ (士)- s e e-[逢-(6- m etho xy-2-be nzo x azolyl)]phe n ethyl alc ohol
(mBOX- alc ohol)の合成
既BOX- keto n e(8g)を600mlの メタ ノ - ル に捧解し ､ 室温でNaB臼4 (360mg)を徐
々に加えて 2時間捜押した ｡ 反応物を酢酸 エ チル で抽出､ 硫酸マ グネシ ウム
で乾燥後終媒を留去した ｡ ジタ ロ ロ ルメタ ン と酢酸 エ チル の 混合冷煤 (1:1)
を溶髄液として 残査を シ リカゲ ル クロ マ トにより構製した ｡ 主分画から5. 鶴
の 淡桃色の プリズム 晶を得た｡ 収率 67%, m. p｡ 127
o
C, iH- NHR(in chlo T O-
fo r n-a) 8:1. 53(3H,a,J=6淵 z,C弘一 CH-), 2｡30(1H,bs, - OH), 3｡87(3E, a,
CB30-), 4｡ 95(1H,q,J-6｡ 地 ,CH3 -C針), 6｡ 9-8｡ 3(7H, 帆, a r o m atic).
5｡ 弧0Ⅹ- alc oholの光学分割
潜
ラ セ ミ体の放BOX- alc oholは ､ CA盟P のジア ズ レオ マ - 誘導体として光学分割し
た ｡ 8 3 ) 遭BOX- alc ohol (9g)を45mlの ビリ ジン に溶解し ､ 室温でCA 肝(7｡ 4g)
を加えて 1時間凍押した ｡ 反応混液を淑冷水500mlに分散し､ 析出する沈澱
を集め た ｡ この 沈澱を , 200mlの ジク ロ ロ メタ ン に辞解し希塩酸および水で
洗浄後脱水し､ 減圧下溶媒を留去した ｡ 得られ た淡桃色の オイルを600mlの
- 8 5 -
加温メタ ノ - ル に終解 , 冷後析出した発酵性の ジア ズ テ レオ マ 一 緒晶を過過し
て集め た ｡ こ の操作を 6回線 り返して 約0. 9gの 白色の 針状晶を得た｡ m｡ p｡
171
o
C, [α]2 0D ＋29｡ 8
o
(cO. 30, chlo r oform), 1討- N 於(in chlo rofor m- a) 8:
0.86 (S臥s, CⅠi3 - C-CO-)91.03 a nd l｡ 11 (e a ch 3モ壬, e a ch s,(仁HS)2 - C-), 1｡65
(3H,a,J=6｡ 0 Hz,C堅3 - CH- 0-), 1｡ 7- 2｡ 7( 軌m, c a mpho r m ethyle n e),3｡ 88 (3H,s,
C鮎0-),6｡08(1H, q,∫-6｡ 0 Bz ,CH3 - C望- 0-)9 6｡ 9- 8. 3(7H, 孤, a r o m atic)｡ 鹿島
を1｡ 2封水酸化ナ トリウ ム/メタ ) - ル(50ml)で加永分解後､ 酢酸 エ チル によ っ
て抽出した ｡ エ ー テ ルから再結晶す る こ と によ っ て ､ A-(＋)- 箆BOX- alc oholを
白色の針状晶と して 得た｡ m｡ p｡ 109
o
C｡ 母液中の易特性ジ アス テ レオ マ - ち
同様に冷メタノ ー ル か らの再結晶を繰り返す こ と によ っ て ､ 1gの 針状晶 として
得た ｡ m｡ p. 153
o
C, [α]e OD - 40. 2o (cO. 47, in chlo r ofo r m), 1Ⅰト耶蚊 (in
chloroformTd) 8: 0｡ 95(3H, s, Cfl3- C- CO-), 1｡ 03a nd l｡12(e a ch 3H, ea ch
s,(C日3)2- C-), 1｡ 6i(3E,a,I-6. 0 Hz,C担3 - Cロー0-), 1｡ 7- 2｡ 7 (4H, 孤, c a mphor
m ethylene), 3. 88(3札s,CH30-
.
), 6･08(1H,q,∫-8｡OHz, CH' - C㌢0-), 6｡ 9-8｡3
(7H, m,a r o m atic)｡ こ の結晶を加水分解し て ､ S-(-)一斑BO文一 alc oholを白色の 針
状晶として 得た ｡ m. p. 108
o
C.
6. In vitro遭元酵素活性の謝定
遭BOX- keto n eの還元活性の 軸定に用い た標準的な反応混液を以下に示す ｡
兇BOX- keto n e 50 iL親
好AD(P)H 200jLH
20Ⅹ腰帯可溶性分画 (ウ舛
†
､ ラ･)[) 100 jL1
lXウシ 血清ア ル ブミ ン / 100m把
カリウム リ ン酸緩衝液 (pH 6.2) 全 量 2｡O ml
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基質とNÅDP坦を含む反応混液を反応バ イ ア ル (望Oml) 申で5分間プ レイ ン 卑 エ
ペ - 卜した ｡ ヱれ に､ 酵素を加えて 反応を開始した ｡ 好気的な条件下で25
o
C､ 10分間イ ン 卑 エ ペ - 卜した後 ､ 2N塩酸 (200pl)を加え反応を停止した ｡
Enzyn ekin etic sの換甜は､ 0.5 - 1000tL放の基質浪度で行な っ た ｡ 室適pHの
娃､ 100mRリ ン駿緩衝液のpHを 5 - 8 の範囲で 変化させ て換謝した ｡ 反応終了
後､ 反応混液に 内部標準物質の3- a c ety且- 7-dim eもhy且a min o c otim a Tin (50皿m Ol)
を添加し ､ 酢酸 エ チ ル (5m且)によ っ て 生成物したBOX- alc oholを抽出した ｡
900×gで10分間遠心分離したの ち ､ 有機層を減圧留意した｡ 残査にHPLCの移
動層を1ml加え ､ こ の うち の10iLlをHPLCに注入 した ｡ Loxoprofenとp- n且tr o-
a c etophe n o n eの 遼元活性披 ､ ⅣÅD(P)胃の340n mの吸光度変化より求め た ｡ 酵素
活性は, 可溶性分画の蛋白1mg当たり1分間に 生成する渡BOX- alc ohol の慮(m ol)
として表わした ｡
7｡ HPI-C分･析条件
装置時節1章の Aethod ユおよび寛ethod 連と同じもの を用い た ｡ 最終試料
を光学異性体分離用BPLCカラ ム (Chir alc el OD､ 内径4. 紬mX 25c m､ ダイセ ル)
に導入し, 移動相の n- ヘ キサン/2- プロ パ ノ ー ル (93:7)を1｡2ml/minの洗速で
送渡した ｡ 放BO文一 alc ohol の蛍光は､ 励起級長315n mおよび蛍光波長375 nmで
｡野
検出した ｡
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第帽 Lo聯Of弧戯立体選択的憾榊 (2) 一 三毘Vivo雛o)評価 -
生物薬剤学の 分野で 繁摺され るin vityo系の実数は ､ 環境因子を コ ン トロ ー
ルす る こ と によ っ て ､ 実際の 生体で起 こ る複雑な現象 の うち ある特定の現象だ
けに焦点 を絞 っ て検討で きる こ とが利点で あ る ｡ 帝 2章で は肝可溶性分画を
招い た 2 I 3 の im viもr o実験よ り ､ 1o x opr ofe nの示す擬雑な立体選択的代謝
過程につ い て 明確にす る こ とがで きた ｡ しか しながら ､ 実際に薬物を投与 し
た ときの 生体内の代謝や排壮挙動と関連付けるた め には､ 代謝酵素活性 に加え
て 血流や 血滑蛋由緒食な どの要因を考慮す る JRl賓が ある ｡ 9 1 ) チトクロ ムP-
i50な どの 酸化酵素系を介 して代謝され る薬物に つ い て 披､ in vitr oにおける
代謝酵素括性とin viv oの 体内勤態を定量的に対比して い る報告9 2､ 9 3)が数多
く見られ るが ､ 避売約に代謝され る薬物で しかも立体選択性も含め てin vitr o
とim viv oの 両面か ら検討して い る例は少ない ｡ わずか に ､ phe nylalkyト
ketoneやcyclohe x a n oneの ような非対称構造を有す る カル ポ ニ ル化合物で ､ 可
逆的な酸化 一 遼元平衡の 立体選択性に つ い て換討がなさ れて い る ｡ 8 4､ 9 4 ) 蘇
章で 娃､ す で にin vitr o系の 実験で明らかに され た1o x opr ofe nの 立体選択的な
代謝につ い て ､ ′ 1o x opr ofe nある い は代謝物として ラ ッ トおよぴ ヒ トに適用した
と きの薬物動態に蓉目して 検討した ｡
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第1節 Lo x opr ofenエ ナ ンチオ マ - の体内勤態にお けるs ubstr ate e n a ntio-
s ele ctivity
1 - 1 ラッ ト静脈内投与時の血中動態
In vitr o肝再構成系で み られ た1o x oprofemの エ ナ ンチオ マ 一 間の 代謝括性 の
違い をin viv oの 体内動態で 確認す るため に ､ 同じ系統の ラ ッ トに 1oxopT Ofen
の 4種の エ ナ ン チオ マ - をそれ ぞれ投与した ｡ Loxopr ofe nは本来経 口で適周
される薬剤 である が ､ デ ー タの バラ ツ キを抑え エ ナ ンチオ マ - 庵の代謝過程の
違い をを的確に捕ら える 目的で静脈内投与 と した ｡ 鮎thod lにより測定した
血墳中の1o x oprofenおよぴalc ohol体ジア ズ テ レ オ マ - 浪度を Fig｡ 41 に示し
た ｡ (2S,1
'
R)- あ る い は(2R,1
'
R)- エ ナ ンチ オマ - と して5mg/kgを静注投与し
た と きのtrans- alc ohol体
.
(ラセ ミ体)は速や か に最高血紫申渡度 (Cm a x)､ そ
れぞれ ､ 18. 2±1. 8 iLg/ml と20.9 ±3｡ 1 iLg/mlに到達した ｡ 一 方 ､ 同じ用量
の (2S,1
'
s)- エ ナ ン チオ マ - A.る
い は (2R,1
'
s)- エ ナ ン チオ マ - と して 投与し
て も trans - alc ohol体の 血紫申浪度は低く ､ Cm a xは対応する 対審体の 約1/6 で
あ っ た ｡ 血渠中1o x opr ofe nの 浪度は ､ 逆に 1
'
s - エ ナ ンチオ マ 一 枚与にお い
て 1
'
R - エ ナ ンチオ マ - 投与時より約1.5倍高く推移した ｡ これ らの現象は､
先 にin vitr oの再構成系で確認さ れた 1
'
位の 立体配位が異なる エ ナ ンチ オマ
- を基質とした ときの tr ans - alc ohol体の 生成活性の 違 い (Fig. 2 4)と良く 一
致 して い た ｡ こ の ときの薬物速度論パ ラ メ ー タをTable X Ⅲに示した ｡ 分
散分析の結果 , 1
'
R - エ ナンチ オマ - 投与群と1
'
s - エ ナ ンチオ マ - 投与群の 血
凍申溝皮下面積 (Au°)および宋変化体の分布容横 (V5 ,)に有意差がみられた ｡
1
'
s - エ ナ ンチオ マ - 投与時の消失柑半減期 (tl / 2)は ､ 対草体と比較して 遅
延す る傾向がみられ たもの の ､ 両者の 間には統計的な有意差は検出され なか っ
た ｡ ま た､ in vitr o系の 成蹟と は異なり､ 2位の立体構造の速い は , 1o x o-
9 0 -
pr ofenおよびalc ohol体い ずれ の の体内動態に も彩管を及ぼさ なか っ た ｡
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Fig｡ 41 Pla sm alev els of lo x opr ofen and diaster e om e ric alc ohols afte r a n
intra v en o usinje ctio n of lox opr ofe n e n antio me rs(5mg/kg asfr ee
a cid)to r ats. Ea ch point is e xpr e ss ed as m e an±S.E. of three
diff8 r ent anim als.
Eey :(A), (2S,1
'
R)-loxoprofe n(B), (2R,1
'
R)- 1o x oprofen,
(C), (2S,1
'
s)-lo x oprofe n(D), (2R,1
'
s)- lo x opr ofen
(㊨), 1ox oprofe n, (○), tr an s- alc ohol, (△), cis- alc ohol
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Table X Ⅲ 撹odel independe nt pha r m a c okin etic pa ra m et r s of 且o x opr ofen 8.nd
dia stereo m e ric alc ohol m etabolite s afte rintr a v e n o u sinje ctio n
(5mg/kg) of r a c e mic lo x opr ofe n orits e n a ntio m e r sto r at
Paramete r I S O 皿e r lo x opr of_e n tr a m s- alc ohol cia - alc ohol
AtJC(iLg･hr/ml)
Ra c e mic
A封OVA [2S- 2R]
(2S,1
'
R) 6. 45 士 0｡63* * 7. iO 士 0｡52 0. 65 士0｡ 03
(2R,1
'
R) 5. 87 士 0. 弧 7｡13 士 0.75 1. 58 士 0. 35
(2S,1
'
s) 17. 4 士 1.0 2.36士 0.09 3. 58 士 0. 08
(2R,1
'
s) 10. 1 士 2.5 2.9 3 士 0.21 3. 40 士 0. 27
1o xopr ofe n
* 10. 1 士 2｡5 8.9 9 士 1.94 1. 78 士 0. 鶴
n. a .
* * *
[1
'
R - 1
'
s] pく0.01
n. S｡
pく0. 01
n. S.
pく0. 01
tl / a(hr)
Ra c e mic
ANOVA [2S - 2R]
[1
'
R - 1
's]
(2S,1
'
R) 0｡ 83 士 0.13 0. 74 士 0｡ 04 1. 03 士 0. 02
(2R,1
'
R) 0. 61 士 0.11 0. 78 ± 0.08 0. 71 士 0. 20
(2S,1
'
s) 1. 01 士 0.16 1.0 0 士 0.15 0｡ 73 士 0. 07
(2R,1
'
s) 1. 06 士 0.13 1. 0 0 士 0｡07 1. 20 土 0. 09
1o x opr ofe n
* 0｡ 75 士 0. 3 0.59 士 0.04 0. 76 士 0. 06
n. S ｡
n. S .
n｡ S｡
a. S｡
a. S.
n. S.
V5 ,(1/kg)
Ra c e mic
(2S,1
'
R) 0.52 士 0. 5
(2R,1
'
R) 0.44 ± 0. 7
(2S,1
'
s) 0.23 ± 0. 2
(2R,1
's) 0.31 士 0. 逢
1o x opr ofen
* 0.49 ± 0.08
ANOVA [2S- 2R] n. s .
[1
'
R - 1
'
s] pく0. 01
* Alldata obtain ed fr o m r ec emic lo x opr ofen 甘e re n o rm aliz ed to fr e e
a cidprio rto c alc ulatio n.
** Valu e s a r e e xpre ss ed as me an±S. E. of thre eto fiv e animals.
* * *ANOVAr e s ult (n. s. , pく0. 05, pく0. 025a nd pく0. 01) r epre s ent pr obability
risk m o r etha n5Ⅹ, les stha n5X, 2. 5%, and l慧, r espe ctiv ely.
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且 - 2 ラッ ト血滑およぴ肝組織 との蛋由結合性
ラ セミ体医薬品の個々 の エ ナ ンチオ マ 一 間の薬理作用や体内挙動の違 い は ､
多くの場合生体構成成分と の相互作摺の 違い によ っ て も たら される ｡ 小 7, l l )
Loxoprofen エナ ン チオ マ - の 血清および癖可終性分画の 蛋白との藤倉に つ い て
限外嘘過故によ っ て 検討した(Fig｡ 亀2). 血清ある い 披肝可溶性分画 ヘ の ラ
恕ミ体1o x opr ofe nの 結合率 披､ それ ぞれ ､ 91諾お よび3 7%で あ っ た o 1
'
R - エ
ナ ン チ舟 マ - は これ らよりも高い 結合性を示 し ､ 逆に低 い健とな っ たの 1
'
s -
エ ナ ンチ舟 マ - との 閤に有意差がみ られた ｡ また , 先の血 中動態と同様フ エ
ニ ル プロ ピ舟 ン酸部分の立体醗位は､ 血掃および肝組織の い ずれの 結合率に 亀
影響しなか っ た ｡
y. bou nd
6¢ 40 2O
魔
2 S
,
ユ
'
R
2 R
,
i
'
R
2S,ユ
∫
§
2 R1
7
s
陀a c e mほ
五⑳x 叩 町野紬m
.
/. bo u閃d
牡 ⊥ o
臨
%
%
%
%
Fig｡ 42 In vitropr otein binding of ra c emic lo xoprofen a nd its
ena ntiom e rsto rat s er u m o rliv er cytos ol. Ea ch ba ris
expre s sed a s m ea n士 S.E｡ of fiv ediffer ent a nim als.
Eey :(A), 20Xlive rcytos ol, (ら), 50% plasma
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鱒2節 遼元代謝物投与時の 血 中動態
In viもr oにお ける代謝実験の 結果､ 弱ア ル カリ域 (至適 pH9｡ 1)に お い て は
1o x opr ofe n遭元酵素披 , 主にalcohol体から1o x opr ofe nを生成す る酸化反応杏
触媒する こ とを明らか に した｡ 一 般 に ､ カ ルポ ニ ル遭元酵素の介在する薬物
代謝反応 で , さ らに他の経路 ヘ の代謝や排滑が並行して いた り ､ また , ジア ズ
テ レオ マ - の よ う恕立体常道が異なる複数 の 異性体が存在す る場合に は ､ 熱力
学的な安定性な異性体を生成する 方向に平衡が偏る ため に in viv oで も酸化方
向ヘ と反応が進む こ とが知られ て い る ｡ 94) そ こ で ､ in viv oに お 狩る且o x o-
profe nと 2種類のalc ohol体ジア ス テ レオ マ 一 間に 成立す る平衡を確認す る た
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Fig.43 Pla s m alev els of lox opr ofe n a nd its dia ste r eo m e ric alcohols afte r
an intra,ve n o u sinjectio n of diastere omeric alc ohol m etabolites of
lox opr ofen(5mg/kg a sfr e e a cid)to r ats. Ea ch point is e xpr es s ed
as m ea n±S.E. of thr eediffer e nt a nim als.
Eey :(A), tr am s- alcohol, (B), Gis - alc ohol
(㊨), 1o xoprofen, (○), tr ails- alc ohol, (△), Gis - alcohol
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め に ､ tr a m s- alc ohol体 およぴcis - alc ohol体 (い ずれも ラセ ミ体) をそれぞれ
ラ ッ トに静注 した と き の 血紫申渡度を縫時的に謝定した ｡ Fig. 43B に示す よ
うに ､ Gis - alc ohol体を投与したと きに 娃1o x opr ofe nとtr a n s- alc ohol体がと も
に娩出され ､ それぞれ 1｡ 76 ±0. 27FLg/ml､
1
o｡ 旦9±0｡ 08fLg/mlのCn a xを示した ｡
こ れ は ､ Gis - alc ohol体が ひ とたび酸1ヒされ て1o x oprofenと なり ､ さ らに 一 部
が選元され て tra JI S- alc ohol体を生成する ため と患 われる ｡ 一 方､ tra n s-
alc ohol体を投与したときの 宋変化体1ox opr ofe nは ､ Gis - alc ohol体扱与時の約
1/塊と低く ､ Gis - alc ohol体は わずか に娩出されたにす ぎなか っ た ｡ (Fig｡ 息3A)
こ れら の こ とから ､ 1oxopr ofe nと 2 つ の alcohol体ジア ス テ レオ マ 一 間の酸化
一 遼元平衡は ､ in vitr oの場合と 同様に主 にtr an s- alc ohol体の 生成に偏 っ て
い る ヱ とが示唆され た ｡
- 9 5 -
第3節 Lo x opT Ofe mラセ ミ体投阜時の遼元代謝物 エ サ ンチオ マ - の 存在形態
前節まで に､ 1o x opr ofe nは生体内に おい て もo x o cyclopentane磯1
℡
故の立体
配位が果な る と著し い s ubstr ate e n a ntio s electivityを示し ､ また ､ 遼元反
応の 平衡か らみ て ､ 熱力学的に安定な tra n s- alc obol体がcis - alc obol体 に比
べ て 多く生成 して い る こ とが判明した ｡ 本筋で は､ 且ox opr ofe nがalc ohol体
ヘ 代謝され る と きの pro血 ct e nantio s ele ctivityをラ セ ミ体 として 経 口 投与
した とき の ラ ッ トおよび ヒ トの 血中動態あ る い は尿中排滑挙動か ら換謝した ｡
3 - 1 ラッ ト血中に おける遭元代謝物の存在形態
ラ ッ トに1o x opr ofe nをラ セミ体 として を経 口投与(5mg/kg)した ときの 血祭 申
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Fig.44 Pla s malev els of l
'
a nd 2' - e n aJltio me ric alc ohol m etabolites afte r 弧
oral adJninistr ation of lo xoprofe n(5mg/ks a s r a ce mate) to r ats.
Ea ch point is 早ⅩpreSS ed a s me an士S. E. of thr eediffe rent anim als.
Eey : tr am s-(1
'
R
,
2
'
s)- alc ohol(㊨), trails-(1
'
s,2
'
R)- alc ohol(○),
cis -(γS,2
'
sトalcohol(息)｡ Gis -(1
'
R,2
'
R)- alc ohol(△)
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a且c ohol体3C. ナ ン チオ マ 一 浪鹿を箆ethod 3 に より謝定した(Fig｡ 舶)｡ Lo x o-
pT Ofe nの代謝披 ､ in viw o系と 同様き わめ て 高い 立体選択性を示し､ 投与凌 い
ずれの時点にお い て 屯娩出されたtrans- aic ohol体とcis- alcohol体の大部分が
2
'
鑑が S配役の エ ナ ンチオ マ - であ っ た ｡
同じ駄科につ い て ､ 1ox opTOf¢nおよぴalcohol体の 2位の フ エ ニ ルプ ロ ピオ
ン駿部分の立体配位が異なる エ ナ ン チオセ - を発蛍光性のPheBOX でジア ス テ レ
舟 ア ミドに導い て打PLC(凝ethod 逢)により謝定した ｡ Fig｡ 45に示すように､
い ずれの時点にお い て も2 S- エ ナ ン チオ マ - の存在比は対寧体により亀高< ､
時間の 経過に伴 っ て増加 した ｡ 投与後1時間日ま で に全tr a n s- alc oi101体の
う ちお よそ80荒が 2 S- エ ナ ンチオ マ - とな り ､ す で に DAWEを誘尊体化試薬 と
して 伺い た鹿島らの結果と慮( - 致した ｡ 5 ? )
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Fig.45 Tim e co urses of 2S
- epim erdisttibution s of lox oprofe n aJld alc ohol
n et.abolite sin r at plasma. ぬch point is expr es s ed as m ea 皿士S.E. of
thre ediffer e nt anim als.
Eey :(㊨), 1ox opr ofe n｡ (○), tr a ns
- alcohol, (A), cis - alcohol
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3 - 2 ヒト血 中および尿中に おける濃元代謝物 の 存在形態
60喝 の1o x oprofen鮭を 5名の 健常人に経 口投与した と きの 血紫申alc ohol体
浪度をラ ッ トの喝合
■
と同様に 2通りの エ ナ ンチオ マ 一 時鼻的分析法 (h thod3
および艮ethod 4)により執定し ､ 両者の 結果に基 づ い て個 々 の エ ナ ン チオ マ -
毎の 浪鹿推移を算出した (Fig. 46)｡ 各 エ ナ ン チオ マ 一 浪魔の 和は , 別途勘
定した ア キラ ル な分析法 (Hethod 1)に
-
& る 瀞定値とよ く相関した ｡ い ずれ
の謝定時点にお い て も ､ 薬理活性体の2S- tr a m s-(1
'
R,2
'
sトalc oh占1(2a)の 血集
中浪度が最も高く , 血 中からの 消失も他の 3 つ の エ ナ ン チオ マ 一 に比べ て遅延
する傾向を示 した ｡ 一 方 , ラ ッ トと は異な りcyclopenta n ol部分の 立体配位
がBa u 阻 n n- Pr elog則 に 反す る対草体, すなわち , 2S- tram s-(1
'
s
,2
'R)- alc ohol
(坐)およ ぴ2R
- tr a m s-(1
'
s,2
'
R)- alc ohol (壁)と して 全 エ ナ ンチオ マ - の およ
そ4 - 13濫カ†検出された ｡ 2位フ エ ニ ルプ ロ ピオ ン徴部分の分子 内異性化反応
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Fig.46 Pla s m ale v els of tr am s- alc ohol e nantio m er s afte r a n o r al dmini-
stratio n of lo xQprOfen (60mg tablet)to he althy hu maJIS.
Each point is expres s ed a s m e an±S. E. of fivediffe r ent s ubje cts.
Eey : 2S- tr a m s-(1
'
R,2
's)- alc ohol(㊨), 2S- tr am s-(1
'
s,2
'
R)- alc ohol(○),
2R- tr a m s-(1
'
R.2
'
s)- alc ohol( ㊨), 2R- tr am s-(1
'
s,2
'
R)- alc ohol(◇)
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はラ ッ トに比べ て遅く , 時間の経過に伴 っ て 2 Sエ ナ ン チオ マ - が増加した ｡
2通 りの 異なる 立体選択的な代謝過程を辿る こと によ つ て ､ 投与後2時間日の
血紫 に比全tr a n s- alc ohol体の うち80% 以上が薬理活性体として存在して いた ｡
固畳の1o x opr ofe nを投与 した別の被敗者の尿中alc ohol体 エ ナ ンチオマ - 杏
施ethod 3 により謝定した(Fig｡ 旦7)｡ 尿試料を0｡ 2Nの永酸化ナトリウム によ っ
て エ ス テ ル塑グル ク ロ ン酸抱合体を加水分解し ､ 液相抽出した後ジアゾ メタ ン
とCA W によ っ て ジア ス テ レオ誘導体化した ｡ 投与夜 6時間まで の尿中には ､
大部分が tr ans -(1
'R
,
2'S)- alc ohol体ある い は cis -(1
's
,
2
'
s)- alc ohol体と し
て 排推さ れたが ､ 血紫中で の 存在形態 と同様全体の10- 20蜘†対草体の 2
'
R -
エ ナ ンチオ マ - と して検出され た ｡ こ れら の知見は , ヒ トに おける1o x opr o-
fen遭元反応のpr odu ct- e n a ntio s ele ct,ivityが ラ ッ トほ ど顕著 でな い こ と を示
唆して おり ､ 前章の ウサギ腎に おける捜BOX- keto n eの代謝で み られたような立
体選択性に乏しい カル ポニ ル遼元酵素群(isozym e)が1o x oprofe nの 代謝に大き
く寄与して い るもの と推察され た ｡
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tablet)to he althy hu血a n S. Each point is e xpr es s ed as me an±S. E.
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第4節 考 察
本章で は､ 先 のim vitro実験系で 掛られた1oxopr ofe nの遼元的代謝反応がき
わめ て高い 立体選択性を示した こ とをうけて , 実際に生体に 投尊 された且o x o-
pr ofe nから薬理括性体の 2S- tra n s-(1
9
R92
'
sトalc ohol (坐)が生成す る過程の
立体選択性をラ ッ トおよび ヒトの体内醜態か ら換謝した ｡
Lo x opr ofe nの 4礎顛の エ ナ ンチオ マ - をラ ッ トに投与 した と きのalcohol体
の 血 中動態には, 肝可溶性分画を用い たin viもr oの実から得られた舷果と良く
対応したs ubstr ate e n an七io s ele ctivityが認 め られた ｡ すなわち ､ 1
'
R - エ
ナ ン チオ マ - を静注投与す る と ､ 血中には ラセ ミ体投阜 の ときと比べ て南淡魔
のtr a n s- alc ohol体 (ラ セ ミ体) が出現した ｡ 一 方､ 1
'
s - エ ナ ンチ オ マ -
を投与した とき はcis - alc ohol体 (ラセ ミ体) の 血中浪鹿が tr ams - alc ohol体
(ラセ ミ体) よ りやや高か っ た もの の , 大部分が代謝を受けずに 未変化体と し
て 血中に存在 し ､ 徐々 に消失する 傾向を示 した ｡ Loxopr ofenl
'
位の 立体配
位は､ わずかな差で はある もの の ラ ッ ト血清や肝可溶性分画中の蛋白と の結合
にも影響して おり､ 先にみ られた代謝 ､ 排滑挙執の s ubstr ate e n a ntio s ele c-
tivityを生む引き金となる可能性が示唆さ れた ｡
tra n s- alc ohol体ある い はcis- alc ohol体をラセミ体と して ラッ トに静注投与
した ときの 血中の1o x opr ofe nおよびalcohol体ジアズ テ レ オ マ - の 演度推移か
ら､ こ れら3者の間に成立する 酸化 - 遼元平衡 は､ tr am s- alc ohol体を生成する
方向に大き(偏 っ て い る こ とが明らかとな っ た ｡ こ の とき のtr a n s- alc ohol
とcis - alc ohol体のAロC比は ､ ウサ ギにtr a n s- ある い はcis -(±)- 2- m ethyl-
cyclohex an olを投与したとき尿中に排経され た両者の バ ラ ンス とよ <対応して
い た o
9 4 )
ラ セミ体1o x opr ofe nを投与したときの ラ ッ ト血中代謝物の 立体配位を2通り
- 1 0 0 -
の エ ナ ンチオ ∇ - 特異的分析絵 (Eethod 3および箆ethod 逢)に より測定 した と
こ ろ ､ カ ルポ ニ ル基 の選元 はきわめ て 高い 立体選択性を示 し ､ 定盤的にtrans -
(i9毘,2's)- alcoho ほ cis-(i's,2少s)- alc oholが生成す る こ とを確認した ｡ こ
の とき 2位の 立体配位は ､ 薬物投与後漸次変換し投与 1時間ま で におよそ80%
がS体に転換した ｡ したが っ て ､ ラ ッ トで 披薬理活性体の 2S-tr a m s-(1
'
R
争
乏's)- a且c ohol(2a)の 血中親展は ､ 乏S- もr aJIB- alc ohol体に置き換えて評価で き
る こ とが明らか とな っ た ｡ また ､ ラ ッ トにおける体内挙執放高い 立体選択性
を食めてim vi七T O系の 実験成凍 ときわめ て良く対応 して い た ｡
一 方､ 1o x opTOfe nを投与した ヒ トの血 中およ び尿中に は ､ tra ils- alc ohol体
お よぴcis - alc ohol体と 亀に 5 - 20%が対草体 (2
'R- alc ohol)と して娩出され
た ｡ Pr opiophe n o n eの よう な非対称構造の ケトン を投与した時に観察され る
pr odtlC七 ena ntio s e且e cもivi七y娃 ､ in vitroの 代謝実数 で 掛られる ほ ど顕著で な
< ､ Ba u m a n n- Pr elog則 に反する R配位ア ル コ ー ル体の 生成比率が高い こ とが戟
告さ れて い る ｡ 8 4 ) こ の 虜囚の 1 つ は ､ カル ポ ニ)L'遼元に 引き続い て 起こ る
代謝や排経過程にもsubstr aもe e n antio s ele c七ivityが あるため と考えられて い
る ｡ 山 口ら娃 , 1o x opr ofe nを放じめ酸性抗炎症薬の基本草道で あるS-(＋)- お
よぴR-(-)-hydratropic a cidをモ デル化食物に用い て ､ ダル クロ ン酸抱合や胆
汁排推の過程 にも顕著恕en a ntio s ele ctivityがあ る こ とを報告して い る ｡ 9 5 )
ヒトで 2
'
R - alc oholが生成 したもう 1 つ の理由として ､ ウサ ギ腎由来の腰BOX-
keto n e遼元酵素の ように立体選択性を欠<is o ヱym eが代謝に寄与して い る可能
性も考えられる ｡ しかしながら ､ ヒ トにおい て は1o x opr ofe nの遭元反応に引
き続 い て主に エ ス テ ル塑ダル ク ロ ン酸抱合体24〉が生成す る の に対して ､ ラ ッ
トで は cyclope nもaJI Ol確の 4位の 永酸化反応9 8 )が起こ る こ とから ､ むし
,
ろ 前
者の理由に よるとこ ろが大きい ものと推察される ｡
カルポ ニ ル還元度応 の立体選択性が速やかであるの に比べ て , 2位フ エ ニ ル
- i 0 1 -
プロ ピオ ン顧部分の 不斉構造の異性化はやや遅 い 過程 で ぬり ､ 投阜後2時間ま
で に8朝が薬理括性 の高 い 2 S酉己位 に変換して い た ｡ tr a n s- alc oho且体 エ ナ
ンチオマ - のpr o staglaELdin阻寄活性1 9 )(Table I)か ら みる かぎり ､ 薬効的に
は cyclope nta n ol部分より もむ しろ ブ エ ニ ルプ ロ ピ 舟 ン酸部分の 立体配故に大
き<依存す る屯の と患われ る ｡ したが っ て ､ 本薬に特徴的な en a nもio s ele-
ctiv eなpha r m a c okin etic sとpha T m a C Odyn a mic sとの 関連を明らかにす る ため に
は､ 代謝的活性化 へ の 棒速過程となる 2位の展性化反応 と薬理活性体(塾)の 炎
症組織移行性に 着目して検討す る必要が あろ う ｡
1 0 2 -
実 験
1 ｡ 実験材料お よび試薬
Lo x opr ofe n､ alcohol体 エ ナ ンチオマ - の 合成梼晶および分析用の誘導体化
試薬披､ 弟1章で述べ たもの を用い た｡ ヒ トにおける血中動態および尿中排
滑の実験に は､ 市販の錠剤(Lox o nin鍵 R､ 1o x oprofe n s odiu mとして60mg含有､
三共)を使用 した ｡
2 ｡ 動物実験
ウイ ス タ ー 今道糸雄性ラ ッ ト(体重230- 280g)を実験1 6時間前より絶食 し
た ｡ エ ー テ)i,で軽く麻酔した動物を仰向け に尚定し ､ 大腿部の 動脈および静
脈の それ ぞれ にポリ エ チ レ ンカ ニ ユ ー レ(PE- 50, Crag Ada m s)を挿入した ｡
麻酔 から醒め た後､ 生理食塩水に溶解し た 1oxoprofe nラセ ミ体およびそ
､
の 光
■
学異性体 (5ms/kg/ml相当) を静脈カ ニ ユ - レより30秒間かけて注入した ｡
轟物投後 4時間目ま で ､ 適当な間隔で血液を採取(一 回あたり0. 25ml)した ｡ 各
採血時点で 別の 触処置ラ ッ トか ら用時に得た同量の血液を輸血した ｡ tra n s-
alc obol体およぴcis- alc obol ジア ス テ レオ マ - 投与の実数も固様の手順で行な っ
た ｡ ヘ パ リ ン処理 した血液を速やかに遠心分離(130qXg､ 10分間)して 血祭
を得た ｡ この うちの 100plをHPLC分析
'
(Eethod1)に供した ｡
Lo x opr ofe nおよびalc ohol体 エ ナ ンチ オマ - の存在形態の検討には , 1時点
1群3世の ラ ッ トに1o x opr ofe nラセミ体(5mg/kg/ml相当)を経口用ゾ ンデによ
り胃内に強制投与した ｡ 投与後 ､ 5､15､30および60分に おい て額動脈を切断､
屠殺し血液を得た｡ 血渠(500〝1)から液相抽出した1o x opr ofe nおよびalc o-
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hol体 エ ナ ン チオ マ - 披 ､ 2通り の エ ナ ン チオ マ 一 時集約分析法 (艶如hod 3お
よび艶ethod 旦)によ っ て 定量した ｡
3 ｡ 蛋白結合実数
薬物を投与して い な い ラ ッ トか らす で に述べ た手順に したが っ て コ ン ト四 -
ル 血紫(0｡067雄リ ン酸緩衝液､ pt1 7｡ 如こよ り50%に 療釈)ならび に肝可溶性分画
を得た ｡ Lo x opr ofe nラセ ミ体およぴ その光学異性体(い ずれ も遊離酸)を最終
洩鹿が5iLg/mlとな る よ う に蛋白溶液 に加えた後 , 軽く混和し室温 申で30分間
静置した ｡ 試料を市販の 限外洩過装置(肝S1 3､ ア ミ コ ン)により1000×gで且5
分間遠心分離し､ 蛋白を除去した渡波(遊離体分画) を得た｡ 洩液中の薬剤は､
蛍光HPLC法 (Hethod 1)に よ っ て 謝定 した ｡ 蛋白を含ま な いlo x opr ofe n溶液
を同様に操作し､ 浪過膜に吸着 しな い こ とを確認 した ｡
4.｡ 臨床試験
実数前少なくとも3日間他の 薬物を服用して い な い 計8名の健康な成人男子
(体重 57 - 73kg)を実験に供した ｡ 実験前夜よ り絶食した被験者披 ､ 朝9時
に1o x o ni 鮭を1鮭200mlの水とともに服用した ｡ こ のうちの 5名に つ い て は､
服薬後30分, 1時間および2時間の時点で右上腕静脈より1 回あた り 5mlの血
液を採取した ｡ 別の 3名につ い て は､ 服薬後2時間毎に3回採尿 した ｡ 一
定量の尿試料(1ml)に等量の 0.5N水酸化ナ トリウムを加えて室温で30分間放置
する こと により エ ス テ ル塑 ダルク ロ ン酸抱合体を加水分解した ｡ 血祭試料中
(1ml)のtr a n s- alc ohol体 は+ 液相抽出後1 '位およぴ2 ' 位の エ ナ ンチオ マ - 特
異的分析法(鮎thod 3)なちびに2位エ ナ ン チオ マ - 特異的分析法(nethod 4)の
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爾馨 によ っ て別 利 こ謝定した ｡ 一 方､ 尿 中のalc ohol体につ い て は 選ethod3
に より謝定した ｡
5｡ デ ー タ解析
Lo x opr ofe nラせ ミ体および各光学異性体投与後の1o x opr ofe nおよ ぴalc ohol
体の 血祭中浪威からモ ー メ ン ト解析9 7 )によ り ､ 無限大時間ま で外挿したの 血
中浪度下面磯健 (AUC)､ 定常状態分布専横 (Vs s)を求めた ｡ 消失楯半減期
(tま/ 2)紘 , 投阜後1時間以降の 測定値の浄財数回帰分析より 求め た . 光学異
性体間の薬物速度静パ ラ メ - タ の有意差は ､ 2元配置分散分析 (2- w ay A柑OVA)
によ っ て検定し藍｡
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緒 論
本静文は ､ 1o x opr ofe n s odiu mの 活性代謝物 へ の 立体選択的な代謝変換擁構
に 関して 4章に わた っ て漁連した ｡ 各章の 内容は以下 の よう に要約さ れる ｡
第1章で は､ HPLCおよぴcapi11ary GC/BSを駆使して , 生体試料申a) 1o x o-
pr ofe nおよび括性代謝物の alc ohol体の エ ナ ン チオ マ 一 に つ い て 感度および選
択性 の高い 5通りの 微量分析法を確立 した｡ 特に ､ 鮎thod 3 では従来分離す
るこ とが で きな か っ た活性代謝物の 2 つ の エ ナ ン チオ マ - ､ tr a ms-(1
'
R
,
2'S)-
alc ohol体とtra n s-(1
'
s
,
2
'
R)- alc ohol体､ とを60mのc apillr ayカラ ム を使っ て
ほぼ完全に分離定量す る こ とが可能とな っ た ｡ 放ethod 4で は 1ox opr ofe nと
alc ohol体の フ エ ニ ル プ ロ ビオ ン酸部分の不斉♯造の 異なる 6種類の エ ナ ンチ
オ マ - を蛍光性ア ミノ酸誘導体 , PheBOX によ っ て ジア ス テ レオマ 一 に誘導体化
し､ HPLCに より 高感度に分離分析する こ とが できた ｡ こ の試薬 臥 他の フ よ
ニ ル プロ ピオ ン酸系抗炎症薬 の エ ナ ン チオマ - の 分析にも応用で きるも の と思
われ る｡
弟2章で は､ ラ ッ ト肝可溶性分画を用い たin vitr o再構成系の実験よ り,
1o x opr ofe nからalc ohol体 ヘ の 遼元的代謝反応の立体選択性を検討した ｡
Loxopr ofe nの 2
'
位の カル ポ ニ ル基は NADPf]存在下 で速や かに遼元さ れ ､ きわ
め て選択的に tr an s-(1
'
R,2
'
Sトalc oholと cis -(1
'
s
,
2
'
s)- al占oholを生成した ｡
また ､ 4種類の 1o x opr ofe nエ ナンチオ マ 一 間には顕著な suもstr ate e n a ntio-
s ele ctivityが認められ ､ 1
' R 一兵性体 を基質と した ときのtr an s- alc ohol体
の 生成活性 は､ 1
'
s一 兵性体の約 2. 7倍で あっ た ｡ 馳DPHを添加しない 同様の
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反応系 で1o x opr ofe nエ ナ ン チ オマ - の 2位およ び 1
9 位の 立体配位を経時的に
謝定 した ｡ こ の 結果 ､ 1
'
位の 立体配位は可逆的に ラセ ミ化され ､ そ の 速度
は 2
'放の カ ルポ ニ ル の 遼元よ り も遅< 1
'
R - ヰ 1
'
sおよ び 1
'
s - ヰ 1
9
R のい
ずれの
■
方向にお い て も 2時間ま で に釣20紬耳鼻性化した ｡ Dihydr opyTidime磯
4位の水素を立体選択的に重水素化したNÅD(P)Hを補酵素 と して1oxopr ofe nを
遼元し , 生成す るalc ohol体の 同位体比率 (孤/a 320v｡ s｡ 319)を測定した結果 ､
2僻 の水素のうちpr o- R永素が優先的に1o x opr ofe nの カ ルポニ ル炭素に転移さ
れた ｡
弟 3章で は､ カル ポ ニ ル遼元酵素に特有のprodu ct ena ntio s ele ctivityを簡
便に評価するた め に , 非対称カル ポ ニ ル碑造を有する弗蛍光性の 基質 ､ 捜BOX-
keto n eを新たに合成した ｡ 艶BO文一 keto n eの 化学的な遭元 により生成する捜BOX-
alc ohol のエ ナ ンチオ マ - は ､ 光学活性な固定相を有するHPLCカラ ム に よ り完
全に分離し , 高感度な濃元活性の 謝定が可能 とな っ た ｡ ウサギ肝可蒋性分画
における 耶0Ⅹ- keto n e還元の至適pHは 6｡ 2､ また ､ み か けのAicha elis定数は
9. 1fL放で あり､ 代表的な基質と して 用い られ て い る p- nitro a c etophe n o n eに 比
べ て高い 酵素親和性を示した ｡ ラ ッ トおよびウサギの臓券可溶性分画によ り
HBO‡-keto n eを酵素的に遼元したとき, 多くの場合は S-(-)一 也BOX- alcoholを優
先的に生成した が, ウサギ腎の だけは 61Xカで R-(＋)- HBO文一 alc oholで あ っ た ｡
放BOX- ketoneと1o x oprofe nの遭元活性を比較した と こ ろ ､ 種族および魔手 の活
性の 分布 ､ 至適pHお よび補酵素要求性ともに良く相関して い た｡
弟 4∵章 で は､ 1o x opr ofe nの還元的代謝反応の 立体選択性に つ い て の ラ ッ トお
よぴ ヒトの体内動態よ り検討した ｡ 4種の1o x opr ofe nエ ナ ンチオ マ - をラ ッ
トに静江したときの1o x opr ofenおよびalc ohol体ジアス テ レオマ - の 血紫申浪
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鹿に 披､ in vitTOの 代謝実験と同様のs ubstr ate e n a ntio s ele cもivityがみ られ
た｡ すな わち､ 1
争
R - エ ナ ンチオ マ - を投卑 したと きの血境申に披 tr a n s-
alc ohol体が速ゆ かに 出現し ､ 1
9
s - エ ナ ンチオ マ - と比べ て釣 2. 8倍のAUCを
示した ｡ 2通りの エ ナ ン チオ マ 一 癖異的分析法 (鮎thod 3およぴHethod 4)
に より ラ ッ ト血中のalc ohol体の存在形態を検討した と こ ろ ､ 大部分が 2S-
もr a n s-(1
'
R92
'
s)- alc ohol(2a)で あ っ た ｡ Lo x oprofe nをヒ 卜に経 口投与した
とき の血祭申および尿中に排滑される玉代謝物娃 ､ ラ ッ トの 血中代謝物 と同様
薬理活性体の 2S- tr a m s-(1
'
R,2
'
s)- alc ohol であ っ た が ､ 対草体の 2
'
R - エ ナ
ンチ 舟マ ー も10- 20紬音盤成して い た ｡
以上 , 生体に適周された1o x opr ofe nは ､ 肝をはじめ とす る さま ざまな臓欝申
で ､ 且
'
位不斉炭素の 可逆的なラセ ミ化 ､ 2
'
位カルポ ニ ル基の S配位ア ル コ -
ル ヘ の pT Odu ct e n a ntio s ele ctiv eな遼元､ およ び 2位不斉炭素の R体からS
体 へ の不可逆的な異性化の 3通りの立体選択的な変換を受け ､ 薬理的に最も好
ま しい 代謝物 , 2S- もr a n s-(1
'
R,2
'
s)- alc ohol (塗)を高い 比率 で生成する ｡
こ れが体循環血に よ っ て炎症鮭漁に速やか に分布し ､ 優れた薬理効果を発揮す
る もの と推察された ｡
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論 文 田 館
帯1輩の 内容は､ 以下の 雑誌に 掲載され た ｡
' '
se n sitive flu o r e s c e n c elablling for a n alysis of c a rbo xylic
a cids with 4-bro n omethyl- 6,7- methyle n edio xyc o u m a rin.
”
H. Ⅳag an u a a nd Y｡ Ka w aha r a, J｡ Chr o n atogr aphy 478, 149-158(1989).
''
HPLC dete r min atio n of lo x opr ofe n andits dia stere o m eric alc ohol
m etabolite sin biologic al fluids by flu o r e s c e n c elab ling with
4-br o m o m ethyト6,7- m ethylen edioxyc o u m a rin.
”
H. Naganu ma a nd Y. Eawaha r a, J｡ Chr o m atogr｡ Bio m ed. Appl｡ 530,
387-396 (1990)｡
第 2章の 内容は ､ 以下 の雑誌 に掲載され た ｡
' '
ste r e o spe cific ty of e n zym atic hydr oge n tr an sfe rto lo x opr ofe n,
a n o n
-
ste r oidal amtiinfla m 阻tOry agent, in the rat.
”
札NagaJlu m a a ndY. Ea w aha r a, Re s. Co m m un. Che n. Pathol. Pha r m a c ol.
69, 173-185(1990).
帝3章の 内容は､ 以下の 雑誌に掲載されたム
' 'En antio specific a ss ay for m aJn malian c a rbo nyl r edu cta s eby liquid
chr o matogr aphy with flu o r e s cen c edete ctio n.
”
H｡ Naganu m a, I. Ro ndo andY.Ea w aha r a, J. Chr o m atogr. Bio m ed｡ Appl.
532, 65-74(190)
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鱒各章の 内容は､ 以下の 学会誌に掲哉された ｡
9'
h 弧 tio s ele ctiv edispo sitio n of lox oprofe nin もhe rat a nd m 弧
”
H｡ 町agan u m a a nd Y｡ Ka w aha r a, 薬物動態 5, 舶7一 旦61 (1990)｡
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略 語 敦
素敵文で 蛙 ､ 以下の略号を使用した ｡
ATP 5
9
一 組e nosine tripho sphate dis odium s alt
AUC Are a Ⅵnde rthe pla s7na C O n C entr ation
- tim e c u r v e
BrD艶C 逢- Br omo m ethy1-6,7- aim etho xyc o u m arin
Bヱ増DC 進一 Br o m o m ethy1-6,7一 皿ethy1e n edio xyc o u m a rim
Br一組C 逢-Br o m o m ethy1- 7- m etho xyc o Ⅶ凪 rim
BSTFA Ⅳ,0- Ais(trimethylsilyl)trif且u o r o a c etaRRide
CA箆P I R-(-)-Ca mphwic a cidchlo ride
CD Cir c ula rdichr ois m
Gis - a且c oho1 (±ト2-[か(Gis- 2- hydro xycyclope ntylm ethyl)phemyl]
pr opio nic a cid
Cm a x Pe ak pla s m a c o n c etratio n
DANE 1a-1-(A-Dim ethyla min o n aphthale n e-1- yl)ethylanine
EI 温1e ctr o nioni2:atio n
G6P alu c o se -6-pho sphate
G8PDH Glu c o s e-6- pho sphate dehydr9gena Se
GC/鮎 Ga s chr o m atogr左phy - m s s spe ctr o m etry
GLC Gas-1iquid chr o m atography
HPLC ? i曲 - perfo r m 弧 C e1iquid chrom atogr aphy
光BOX- alc ohol (士トs e c-[4-(6一 触tho xy-2- be n z o x azolyl)]phe n ethyl
al¢obol
- 1 2 1 -
ABOX-keto n e
選CF
ETPA
打ABH4
打AD(”)
NADP(H)
NEIC
PbeBO芝
RS- 2513
ti / 2
tr a m s- alc oho1
T班S
耶C
y
- ADtl
4-(8一 触もho xy -2- be nzo x azoIyl)ac etophe n o n e
二卜捜e nthy1ch1o r ofo r m ate
S-(-)- 2一 触 tho xy-(2- trifluor om ethyl)phe nya c etic
a cidchloride
Sodiu mbo r o軸dride
β - Nic otin a mid6ade nin edin u cle otide,
r e血 c ed o r o xidized fo r m
β -Nicotinamide adenin edin u cle otide pho sphate,
redu c ed or o xidiz ed fo r m
R-(-)- トNaphthylethyl is o cya n ate
2- ｢4-(L- Phenylalanyl)aJnin ophe nyl]-6- m etho xy-
be nzo x az ole
(±)- 2-[4-(tr am s-2-Hydr o xycyclohe xylm ethy1)phenyl]
pr opio nic a cid
Eliminatio nhalf-1ife
(±)-2-[4-(trams -2-Hydr o xycyclopentylm ethyl)phenyl]
propio nic a cid
Trimetbylsilyl
トEthyl-3-(3-dim ethyla min opr opyl)ca rbodiimida zole
Alc ohol dehydrogena s e, ye a st
1 2 2 -
